medigraphic Artomigs

Redescubriendo el anticuerpo a hepatitis C. Nuevas
estrategias de escrutinio y diagnostico

Ana M. Contreras-Navarro,2 Claudia M. Tornero-Romo,P Axel Orozco-Hernandez,2 Maria Isabel Hernandez-Lugo,°
Patricia Romero-Flores¢ y Alfredo Celis de la Rosad-¢

aCoordinacion de Investigacion en Salud en Jalisco, Instituto Mexicano del Seguro Social. Guadalajara, Jalisco, México.

bpepartamento de Medicina Interna, Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional de Occidente. Instituto Mexicano del Seguro
Social. Guadalajara, Jalisco, México.

®Banco Central de Sangre, UC UMAE Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional de Occidente. Instituto Mexicano del Seguro
Social. Guadalajara, Jalisco, México.

dUnidad de Investigacién Médica en Epidemiologia Clinica, Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional de Occidente. Instituto

Mexicano del Seguro Social, Guadalajara, Jalisco, México.
eDepartamento de Salud Publica, Centro Universitario de Ciencias de la Salud. Universidad de Guadalajara. Guadalajara, Jalisco, México.

RESUMEN

El anticuer po a hepatitis C (anti-HCV) esla prueba de escrutinio para
lainfeccién por el virusdela hepatitis C (HCV). Recientemente se han
reconocido las siguientes caracteristicas del anticuerpo: (a) es una
prueba semicuantitativa que se expresa con el indice SCO, (b) tiene
elevada concordancia entre duplicados, (c) € indice CO varia con
la generacién y el método del inmunoensayo, (d) |os resultados falsos
y verdaderos positivos del anti-HCV y surelacion conel indice SCO,
asi como (e) €l nivel alto del indice SCO es un marcador serolégico
deviremia. Una prueba Unica es suficiente para concluir reactividad
del anti-HCV, por lo que se proponeuna nueva estrategia deescrutinio
conlosensayosdeAbbott MEIAAXSYM® HCV, Ortho ChLIAVITROS®
HCV y Abbott ChLIA PRISM® HCV. Las meores estrategias de
diagndstico de hepatitis C utilizan el nivel del indice SCO paraelegir
la prueba complementaria (RIBA o HCV RNA) que confirme el
diagndstico de hepatitis C. Los niveles bajos del indice SCO predicen
resultadosfal sospositivosdel anti-HCVylosnivel esaltosserelacionan
con los resultados verdaderos positivos y ademas son marcadores
seroldgicos de viremia: estos niveles son especificos para cada
inmunoensayo, debido a las diferencias entre los métodos. El reporte
del anti-HCV debe modificarse para incluir la reactividad (evitar la
inter pretacion del resultado como positivo o negativo), la generacién
y €l método del inmunoensayo, el nivel del indice SCO y la guia de
interpretacion con la prueba complementaria recomendada. La
aplicacion de las nuevas estrategias y recomendaciones reducira los
costos e incrementara la eficiencia del escrutinio y diagnostico de la
hepatitis C.
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SUMMARY

The hepatitis C antibody (anti-HCV) is the screening test used for the
hepatitis C virus (HCV) infection. Recently, the following antibody
characteristicsweredescribed: (a) itisasemiquantitativetest expressed
by the S'CO ratios, (b) has high repeatability between duplicates, (c)
the SICO ratios of the anti-HCV vary due to the generation and
immunoenzymatic methods, (d) true and false results of the antibody
and its association with the SCO ratio, and (€) the high level of the ¥
CO ratio is a serologic marker for viremia. A reactive unique test is
enough to conclude reactivity in the screening of HCV infection. We
propose a new screening strategy using the Abbott MEIA AXSYM®
HCV, Ortho ChLIA VITROS® HCV and Abbott ChLIA PRISV® HCV
immunoassays. These new diagnostic strategies for hepatitis C usethe
level of the SCO ratio to choose the supplemental test (RIBA or HCV
RNA) to confirm the hepatitis C diagnosis with an optimal cost-
effectivenessstrategy. Thelow positivelevelsof SCOratiopredict false
positiveresultsintheantibody and the high level isassociated with true
positiveresults. Itisalsoaserological marker for viremia. Theselevels
arespecificfor eachimmunoassay dueto differencesbetween methods.
Notification of the screening test results should be modified to include
reactivity (and avoid the interpretation as positive or negative),
generation and immunoassay methods, the level of SCO ratio and the
interpretation guidelines for each immunoassay with the reflex
supplemental testing. The application of these guidelines will reduce
costsincreasing theefficiency of thescreeningand diagnostic strategies
for hepatitis C.
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Redescubriendo el anticuerpo a hepatitisC.

Introduccioén

A proximadamente 1 a 3 de cada 100 personas adultas

en México tienen infeccion por el virus de la hepatitis
C (HCV)y probablemente pocas conocen su enfermedad. En
EUA se estima que Unicamente 50% tiene diagndstico de la
infeccion.! El escrutinio y el diagnéstico de la hepatitis C se
realizan con dos categorias de pruebas de laboratorio: los
ensayos serologicos que detectan anticuerpos al HCV (prue-
bas indirectas) y las pruebas moleculares o de acidos nucleicos
que identifican las particulas virales (pruebas directas).?*

El anticuerpo a hepatitis C (anti-HCV) se utiliza como
prueba de escrutinio universal en donadores de sangre y es
la prueba inicial para el diagnoéstico de la infeccién por el HCV
en personas con factores de riesgo o manifestaciones clini-
cas de enfermedad hepatica.> El anti-HCV se determina por
ensayos inmunoenzimaticos, parcial o completamente auto-
matizados, de bajo costo, que se encuentran ampliamente
disponibles.”® El resultado positivo del anti-HCV debe ser
validado con las pruebas complementarias para confirmar el
diagnostico de hepatitis C. Las pruebas complementarias
son el ensayo de inmunoblot recombinante (RIBA) y la prueba
de acidos nucleicos del virus (HCV RNA).10:11

La prueba de RIBA es una prueba serolégica indirecta,
con elevada especificidad.?!2® Las pruebas del HCV RNA
detectan el virus (prueba cualitativa), miden la concentracién
(prueba cuantitativa o carga viral) y determinan el tipo de virus
(genotipo). El HCV RNA se detecta mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa por trascripcion reversa (RT-PCR)
o amplificacién mediada por trascripcion (TMA). Las pruebas
moleculares en tiempo real son las mas sensibles y especi-
ficas (ejemplo: COBAS TagMan48 HCV, Roche Diagnostics).*

La confirmacion de la hepatitis C en las personas con
anticuerpo positivo se puede establecer con la prueba com-

plementaria inicial (ejemplo: anti-HCV positivo = HCV RNA
positivo), o bien, requerir una segunda prueba (ejemplo: anti-
HCV positivo = HCV RNA negativo = RIBA positivo). En los
laboratorios clinicos y de los bancos de sangre, la disponibi-
lidad de las pruebas complementarias es limitada debido a
los costos altos, la necesidad de personal capacitado y
equipo especializado; ademas la secuencia con las que se
realizan estas pruebas depende de la preferencia o experien-
cia del personal de salud que las solicita.'

Los resultados de estudios de investigacion realizados en
la dltima década demuestran que el conocimiento de las
caracteristicas o cualidades del anti-HCV es muy importante
para definir las mejores estrategias de escrutinio y diagnés-
tico de hepatitis C como se describe a continuacion:

Caracteristicas del anti-HCV

El anti-HCV es una prueba semi-cuantitativa que
se expresa con el indice S/CO

Tradicionalmente, el resultado del anti-HCV se interpreta
cualitativamente y se reporta como positivo 0 negativo, aun
cuando los inmunoensayos detectan el anti-HCV mediante una
reaccion antigeno-anticuerpo y su intensidad es directamente
proporcional a la concentracion del anticuerpo, que se mide en
una escala de valores continuos (semicuantitativamente) con el
indice S/CO (del inglés signal to cutoff). El indice se obtiene al
dividir la sefial que emite la muestra entre un control y es
calculado automaticamente por el equipo; el indice se observa
en la pantalla, simultdneamente con el reporte de reactividad.
Las muestras con indice S/CO <1 se interpretan y se reportan
como negativasy las muestras con indice S/CO>1 seinterpretan
como reactivas y se reportan como positivas.*>’

Rendimiento del anti-HCV con base al nivel del indice 5/CO en el modelo de Curva ROC
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Figural. Elrendimiento (sensibilidad y especificidad) de la prueba del anticuerpo se compara entre el indice S/CO > 1 (Figurala), con el indice
>8 (Figuralb). ROC = Caracteristicade Operacion Receptora. VPP = Valor Predictivo Positivo. VPN = Valor Predictivo Negativo. IC = Intervalo

de Confianzadel 95%.
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La sensibilidad y especificidad del inmunoensayo de-
penden del nivel del indice S/CO (punto de corte) que se elige
para definir el resultado positivo del anticuerpo y se demues-
tra graficamente en un modelo de curva ROC (caracteristica
de operacion receptora) (Figura 1). Se describe el ejemplo
con una poblacion de 649 donadores de sangre con anti-HCV
positivo con el ensayo Ortho ChLIA VITROS® HCV; en esta
poblacién se utilizé como estandar de oro la prueba de RIBA
(HCV 3.0 SIA, Chiron Corp) (Contreras AM y cols. Memorias
del Congreso Mexicano de Hepatologia 2007, Acapulco,
Guerrero, México). El rendimiento de la prueba (sensibilidad
y especificidad) se compara con dos niveles del indice S/ICO
(Figuras 1a y 1b): cuando se elige el indice S/CO > 1 para
clasificar la prueba del anticuerpo como positiva, la sensibi-
lidad es de 99% (IC 95%, 98 - 99) y la especificidad es baja
(61%; IC 95% 58 - 64) (Figura 1a). En contraste, al mover el
punto de corte a la izquierda y elegir el indice S/CO > 8 para
definir la positividad, se observa aumento en la especificidad
(91%; IC 95%, 88 - 93), obteniendo un mejor rendimiento de
la prueba (Figura 1b). Los valores predictivos positivos y
negativos de la prueba se relacionan con la prevalencia de
la infeccién por el HCV en la poblacién evaluada (a mayor
prevalencia, mayor proporcion de resultados verdaderos
positivos).

El nivel del indice S/ICO puede ser modificado para definir
la positividad del anticuerpo dependiendo del escenario
clinico, es decir, seglin el uso que se pretenda (escrutinio o
diagnostico) y el interés de quien interpreta la prueba: por
ejemplo, en los bancos de sangre el indice S/ICO > 1 ofrece
la sensibilidad mas elevada (99 %) para detectar sangre
contaminada con el HCV."181%En cambio, en el &mbito clinico
es importante identificar los resultados verdaderos y falsos
positivos del anticuerpo: como se observa en la figura 1a, con
el indice S/ICO > 1 una proporcion elevada de muestras
clasificadas como positivas, en realidad corresponden a
resultados falsos positivos del anticuerpo (especificidad
baja).*?° En contraste, si se elige el indice S/CO >8, como el
nivel a partir del cual se define la positividad del anticuerpo,
se reducen de manera importante los resultados falsos posi-
tivos (especificidad 91%) (Figura 1b). Los niveles del indice
que definen el rendimiento de la prueba (sensibilidad y
especificidad) varian con relacién al método del
inmunoensayo.

El nivel del indice S/CO del anti-HCV debe ser elegido de
acuerdo al ambito de aplicacion, es decir, como prueba de
escrutinio enlos bancos de sangre o como prueba diagnéstica
en las areas clinicas.

El anti-HCYV tiene elevada concordancia entre
duplicados (correlacion intra-ensayo)

Las muestras del anti-HCV con el resultado inicialmente
reactivo se repiten por duplicado y los resultados doblemente
reactivos se interpretan como positivos. Los laboratorios
clinicos y de los bancos de sangre alrededor del mundo
realizan este procedimiento de acuerdo a las instrucciones de
los fabricantes. EI Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades de EUA recomendé realizar una prueba Gnica
en las muestras inicialmente reactivas cuando se utiliza el
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ensayo Ortho ChLIA VITROS® HCV: esta recomendacion se
establecié con base en evaluaciones realizadas por el fabri-
cante.!! Recientemente se realizé el Estudio Multicéntrico
donHCVir en 23 Bancos de Sangre del Instituto Mexicano del
Seguro Social, para determinar si realmente es necesario
realizar por duplicado la prueba del anti-HCV para definir el
resultado positivo del anticuerpo.? Se evalu6 la correlacién
intra-ensayo entre el primero y segundo resultado reactivo del
anti-HCV con el inmunoensayo de microparticulas (MEIA) y
dos ensayos de quimioluminiscencia (ChLIA) en 565
donaciones de sangre: 229 muestras con el ensayo de Abbott
MEIA AXSYM® HCV; 222 con Ortho ChLIA VITROS® HCV y
114 con Abbott ChLIA PRISM® HCV. La concordancia entre
duplicados (primera y segunda prueba) fue significativamente
elevada con los coeficientes de correlacion de 0.996, 0.995
y 0.993, respectivamente. La reproducibilidad de los resulta-
dos enlos 23 bancos de sangre participantes, ubicados a lo
largo del territorio mexicano, se atribuyé a la confiabilidad de
los inmunoensayos y de los equipos actualmente disponi-
bles.

Se concluyé, que los resultados inicialmente reactivos
con los ensayos Abbott MEIA AXSYM® HCV, Ortho ChLIA
VITROS® HCV y Abbott ChLIA PRISM® HCV deben ser
interpretados como positivos (reactivos) y no es necesario
que la prueba del anti-HCV se realice por duplicado.

El indice S/CO del anti-HCV varia con la
generacion y el método del inmunoensayo

Los inmunoensayos se han disefiado para detectar anticuerpos
dirigidos a las proteinas estructurales y no estructurales del
genoma del HCV (Figura 2). La clasificacién de los
inmunoensayos es compleja; de manera simplificada, se des-
cribenlas caracteristicas relacionadas con lageneracion (ejem-
plo: version 1.0, version 2.0 y version 3.0) y el método del
ensayo (ejemplo: colorimetria, inmunofluorescencia o
quimioluminiscencia). Los inmunoensayos de segunda y ter-
cera generacion del anti-HCV, aprobados por la Food and Drug
Administration de EUA, disponibles actualmente son los si-
guientes: Abbott HCV EIA 2.0, Ortho HCV version 3.0 ELISA
TestSystem, Abbott MEIAAXSYM®HCV, Ortho ChLIAVITROS®
HCV, Bayer ChLIA ADVIA® Centaur HCV, Abbott ChLIA
PRISM® HCV, y Abbott CMIA ARCHITECT® HCV.

Las diferencias entre las generaciones de los
inmunoensayos se relacionan con los anticuerpos dirigidos a
las proteinas especificas del genoma viral. La primera gene-
racion (version 1.0), estuvo disponible a partir de 1990, detecta
el antigeno recombinante c¢100-3 localizado en la regién no
estructural NS4.222 Los ensayos de segunda generacion (ver-
sion 2.0), implementados en 1992, incluyen ademas antigenos
de las regiones Core y NS3, mientras que la tercera generaciéon
(version 3.0), aprobada en 1996, también incluye la region
NS5. Esta Ultima generacion es mas sensible y especifica que
las versiones previas; detecta anticuerpos dirigidos a epitopes
mejor caracterizados en un mayor nimero de sitios del
genoma viral (Core, NS3, NS4 y NS5) (Figura 2).12192324 En
México, los inmunoensayos de tercera generacién mas fre-
cuentemente utilizados son (Abbott MEIA AXSYM® HCV, Ortho
ChLIA VITROS® HCV y Abbott ChLIA PRISM® HCV).%
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Representacion del genoma del HCV v las regiones que detectan los inmunoensayos

Core |El E2 P7

20 |
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Figura2.Laversion 1.0 detecta el antigeno recombinante c100-3 de laregion NS4. Laversion 2.0 detectaademas lasregiones NS3y Core.
Laversion 3.0 es mas sensible y especifica ya que también detecta los anticuerpos dirigidos a la region NS5y reconfiguralaregion core y

antigenos de laregion NS3.

Las diferencias entre los métodos de los inmunoensayos se
relacionan con el tipo de agentes (biolégicos o quimicos) que
revelan la unién antigeno-anticuerpo con una sefial que es
medida por el indice S/CO: los niveles del indice se relacionan
con las diferencias en laintensidad de la sefial, segun el método
del inmunoensayo utilizado (ejemplo: color, fluorescencia o luz).

En un estudio reciente en 565 donaciones con anti-HCV
positivo, se observaron diferencias en el promedio del
indice S/CO entre los ensayos Abbott MEIA AXSYM® HCV,
indice S/CO de 34.5 (IC 95 %, 27.4 - 41.5); Ortho ChLIA
VITROS® HCV, indice S/CO de 11.9 (IC 95%, 10.3-13.5); y
Abbott ChLIA PRISM® HCV, indice S/CO de 3.2 (IC 95 %,
2.8-3.6).%Por otro lado, se evaluaron simultaneamente 114
donaciones con anti-HCV positivo, para comparar los nive-
les del indice S/CO con dos inmunoensayos de
quimioluminiscencia. El indice promedio fue de 11.1 (IC 95
% 9.0 -13.2) con el ensayo de Ortho ChLIA VITROS® HCV
(quimioluminiscencia indirecta amplificada) y 3.3 (IC 95 %
2.8 - 3.7) con el ensayo Abbott ChLIA PRISM® HCV
(quimioluminiscencia indirecta). La intensidad de la sefal
con el ensayo de quimioluminiscencia indirecta amplificada
es mayor, debido a que se usa un agente de transferencia
de electrones que incrementa la sefial (luz).8¢

En conclusién, es importante conocer la generacion y el
método del inmunoensayo para interpretar el indice S/CO del
anticuerpo.

Los resultados falsos y verdaderos positivos del
anti-HCV y su relacion con el indice S/CO

El resultado positivo del anticuerpo debe ser validado con las
pruebas complementarias de RIBA y/o HCV RNA para con-
firmar (anticuerpo verdadero positivo) o descartar (anticuerpo
falso positivo) el diagnostico de hepatitis C (Cuadro 1). La

6

positividad del HCV RNA confirma el resultado verdadero
positivo del anticuerpo y demuestra replicacion viral.®252¢ Por
otro lado, un resultado negativo del HCV RNA no excluye
infeccion por el HCV, y se requiere la prueba de RIBA para
establecer el estatus serélogico en ausencia de viremia.t27:2
Los resultados de RIBA se reportan como positivos, negativos
o indeterminados. La prueba positiva confirma el anticuerpo
verdadero positivo; la prueba negativa se interpreta como
ausencia de infeccion e identifica los resultados falsos
positivos del anti-HCV. El RIBA indeterminado puede repre-
sentar falsa reactividad del anticuerpo o infeccion crénica
resuelta. En poblaciones de bajo riesgo como los donadores
de sangre, el resultado indeterminado de la prueba de RIBA
en muestras con anti-HCV positivo-HCV RNA negativo, se
interpreta como resultado falso positivo del anticuerpo.*?
Por otro lado, el anti-HCV negativo con HCV RNA positivo
puede ocurrir durante el periodo de ventana seroldgica o por
inmunosupresion (anticuerpo falso negativo).211=0

Una vez que estuvieron disponibles las pruebas comple-
mentarias de RIBA y HCV RNA para confirmar el diagnéstico
de hepatitis C en las muestras con anti-HCV positivo, fue
evidente que los niveles bajos del indice S/CO se relacionan
con resultados falsos positivos, mientras que los altos con
anticuerpos verdaderos positivos. Debido a las diferencias
entre los inmunoensayos, el punto de corte éptimo que define
los niveles altos y bajos positivos es variable; el alto positivo
se define a partir del nivel éptimo que predice el resultado
positivo de las pruebas complementarias en 95% de las
muestras en diferentes poblaciones para cada inmunoensayo
y los niveles bajos positivos se consideran por debajo de este
nivel (Cuadro 11).112027.31-33 | gs niveles del indice S/ICO que
predicen los resultados falsos y verdaderos positivos han
sido definidos para los ensayos de Abbott HCV EIA 2.0, Ortho
HCV 3.0 ELISA, Abbott MEIA AXSYM® HCV vy Ortho ChLIA
VITROS® HCV.
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Cuadro I. Interpretacion del anti-HCV positivo y negativo en relacion con los resultados de las pruebas complementarias, RIBA
y HCV RNA, para confirmar (resultados verdaderos) o descartar (resultados falsos) el diagnéstico de hepatitis C.

HEPATITISC

NO-HEPATITISC

Anti-HCV VERDADERO POSITIVO

Anti-HCV Positivo Anti-HCV positivo/ RIBA positivo

Anti-HCV positivo/ HCV RNA positivo

Anti-HCV FALSO POSITIVO

Anti-HCV positivo/ RIBA negativo
Anti-HCV positivo/ RIBAindeterminado/ HCV RNA negativo

Anti-HCV positivo/ RIBA positivo/ HCV RNA positivo
Anti-HCV positivo/ RIBA positivo/ HCV RNA negativo
Anti-HCV positivo/ RIBA indeterminado/ HCV RNA positivo

Anti-HCV FALSO NEGATIVO Anti-HCVVERDADERO NEGATIVO

Anti-HCV Negativo Anti-HCV negativo/ HCV RNA positivo Anti-HCV negativo/ HCV RNA negativo

Anti-HCV = Anticuerpo a Hepatitis C. RIBA = Ensayo de inmunoblot recombinante. HCV RNA = Acido ribonucleico del virus de Hepatitis C.

Cuadro Il.Niveles éptimos del indice S/ICO que predicen los resultados falsos y verdaderos positivos del anti-HCVy viremiapara
cadainmunoensayo

Inmunoensayo indice S/CO Bajo Positivo indice S/CO Alto Positivo
Resultadosfalsos Resultados verdaderos Resultados verdaderos
positivos positivos positivos con viremia
Abbott HCV EIA 2.0 1131 <38 >3.8 ND
Ortho HCV 3.0 ELISA 11.27.31 <3.8 >3.8 ND
Abbott MEIAAXSYM® HCV 3133 <10 >10 >50
Ortho ChLIA VITROS® HCV 208132 <8 >8 >20
Abbott ChLIAPRISM®HCV" ND ND >35

Poblaciones estudiadas en los reportes de la literatura que se incluyen.

Ref = Referencia. Ref. 11: Poblaciones de baja prevalencia (2%): estudiantes, poblacién general, trabajadores de la salud, pacientes en hemodialisis
(9.5 %) y pacientes de alto riesgo (24.9%). Ref 20 Donadores de sangre (0.76%). Ref. 27: Veteranos de guerra (6.6%). Ref. 31: No se especifican
poblaciones. Ref. 32 Veteranos de guerra (10%). Ref 33 Pacientes de hospital de tercer nivel evaluados por sospecha clinica. *Fuente: Rivera R
y cols, Congreso Mexicano de Medicina Transfusional 2006 (memorias congreso nacional de medicina transfusional, 2006). ND= no hay datos.

En conclusion, niveles especificos del indice S/CO del
anti-HCV se relacionan directamente con los resultados de
las pruebas confirmatorias de hepatitis C, RIBAy/o HCV RNA,
y son variables dependiendo del inmunoensayo.

El nivel alto del indice S/CO es un marcador
serolégico de viremia
Las técnicas moleculares para detectar y cuantificar particulas

virales han mejorado notablemente en la Ultima década con el
desarrollo de métodos mas sensibles: el HCV RNA es detec-
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tado 1-3 semanas postexposicion y permanece por décadas
en pacientes que no reciben tratamiento antiviral. Existe rela-
cién directa entre los resultados positivos del HCV RNA vy el
nivel alto del indice S/CO del anticuerpo: a mayor indice, mayor
proporcion de muestras con viremia,1113:20.27.32-34

El nivel del indice S/CO en las muestras con viremia fue
mas alto (promedio de 28.35, DS 5.42) cuando se comparo
con el indice de las muestras con resultado verdadero posi-
tivo sin viremia (promedio de 17.3, DS 11.49) (p < 0.001) en
649 donadores con anti-HCV positivo con el ensayo Ortho
ChLIA VITROS® HCV y el estandar de oro con la prueba de
HCV RNA cualitativa (Cobas Amplicor HCV, version 2.0,
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Roche Diagnostics Systems, Branchburg, NJ) (Contreras AM
y cols. Memorias del Congreso Mexicano de Hepatologia
2007. Acapulco, Guerrero, México). El nivel del indice S/ICO
refleja la concentracién del anticuerpo y es probable que la
replicacién continua del virus estimule la mayor produccién
de anticuerpos. El método y la generacién del inmunoensayo
se relacionan con los niveles del indice que predicen viremia
(Cuadro I1).

El nivel alto del indice S/CO del anticuerpo se relaciona
con elevada probabilidad de infeccion por el HCV, y en
personas asintomaticas este hallazgo es una "oportunidad
de oro" para identificar enfermedad hepatica cronica, ofrecer
tratamiento antiviral oportuno y asi evitar complicaciones
como la cirrosis hepatica y el hepatocarcinoma.

Unicamente en los ensayos Abbott MEIA AXSYM® HCV y
Ortho ChLIAVITROS® HCV se hareportado el nivel del indice
S/CO que predice de viremia.*»203233 Recientemente se rea-
lizd un estudio para evaluar el ensayo Abbott ChLIA PRISM®
HCV en 150 donadores de sangre con anti-HCV positivo. El
indice S/CO > 3.5 fue el nivel 6ptimo para predecir viremia
(sensibilidad 96%; IC 95%, 88 - 99 y especificidad 97%; IC
95%, 91 - 99) (Rivera R y cols, Memorias del Congreso
Mexicano de Medicina Transfusional 2006) (Cuadro II).

Los niveles altos del anti-HCV no sustituyen la prueba del
HCV RNA en ningln caso. Aproximadamente 9 de cada 10
muestras con niveles altos del indice S/CO, son positivas para
el HCV RNA con lo ensayos de Abbott MEIA AXSYM® HCV,
Ortho ChLIA VITROS® HCV y Abbott ChLIA PRISM® HCV.*®

En conclusidn, los niveles altos del indice S/CO, especi-
ficos de cada inmunoensayo, son marcadores serologicos de
viremia.

Nuevas estrategias de escrutinio de la
hepatitis C

Es suficiente una prueba reactiva tnica del anti-
HCcV

El escrutinio de la hepatitis C en poblaciones asintomaticas
(ejemplo: donadores de sangre y poblacion general) se
realiza con la prueba del anti-HCV; su determinacion es
obligatoria en las donaciones para garantizar la sangre
segura y las donaciones de sangre con resultados positivos
son eliminadas.® En los instructivos que acompafian los kits
de los inmunoensayos se establece que las muestras con
resultados inicialmente reactivos deben realizarse por dupli-
cado y los resultados doblemente reactivos se interpretan
como positivos.*>t’

Recientemente se demostré elevada concordancia entre
duplicados del anticuerpo; con base a estos resultados se
propone una nueva estrategia de escrutinio, que consiste en
establecer la positividad del anti-HCV con el resultado inicial-
mente reactivo, es decir, con indice S/CO > 1, con los ensayos
Abbott MEIA AXSYM® HCV, Ortho ChLIA VITROS® HCV y
Abbott ChLIA PRISM® HCV.

La Norma Oficial Mexicana 003-SSA2-1993 establece
que el anti-HCV debe realizarse "de acuerdo a las instruccio-
nes establecidas por los fabricantes", por lo que es necesario
que éstas se actualicen para aplicar la nueva estrategia en

los laboratorios clinicos y de los bancos de sangre. Los otros
inmunoensayos disponibles deben ser evaluados antes de
extender la recomendacion.

En conclusion, la nueva estrategia de escrutinio elimina
la necesidad de realizar la prueba del anti-HCV por duplicado
y puede ser aplicada a cualquier poblacion cuando se utilizan
los ensayos de Abbott MEIA AXSYM® HCV, Ortho ChLIA
VITROS® HCV y Abbott ChLIA PRISM® HCV.

Prueba del HCV RNA con la técnica de
minimuestras mezcladas (MMM)

El escrutinio de las donaciones de sangre con el anti-HCV
disminuyé en forma importante la transmision del HCV en la
Ultima década. Actualmente el riesgo de adquirir la infeccion
varia entre 1 en 50,000 a 1 en 700,000 donaciones y se
relaciona con el periodo de ventana seroldgica, la presencia
de variantes virales, la seroconversion atipica y los errores de
los inmunoensayos; con el objetivo de eliminar el riesgo de
adquirir la infeccion a partir de donaciones de sangre conta-
minadas con los anticuerpos falsos negativos, se implementd
en EUA y en la Comunidad Europea, el escrutinio en las
donaciones de sangre con pruebas moleculares por la técni-
ca de minimuestras mezcladas (MMM) para identificar infec-
cién por el HCV, hepatitis B y virus de inmunodeficiencia.®*%
La técnica consiste en mezclar pequefios volimenes de 6, 12,
24 o0 48 muestras en una misma reaccion para la deteccion
de las particulas virales; al detectar una mini-mezcla positiva,
las donaciones se evaltan de manera individual para iden-
tificar la(s) muestra(s) positiva(s). 2236 En México la técnica
de MMM no se realiza de manera rutinaria en los bancos de
sangre y probablemente se utilizara en el futuro como com-
plemento de los inmunoensayos para el escrutinio de la
infeccion por el HCV.2840

Nuevas estrategias de diagnodstico de
hepatitis C

No existe relacion entre los sintomas y la severidad de la
enfermedad hepatica cronica, por lo que es necesario aplicar
estrategias de diagnéstico para confirmar la infeccion por el
HCV en personas con el anticuerpo positivo. Aproximada-
mente el 85% de las personas evolucionan a la cronicidad y
tipicamente permanecen asintomaticas durante décadas.**
En México el promedio de edad de los individuos infectados
con el HCV es de 30 afios a 50 afios, con expectativa de vida
de aproximadamente 70 afios, por lo que tienen mayor riesgo
de morbilidad y mortalidad por complicaciones como la
cirrosis hepatica y el hepatocarcinoma.*

Los métodos diagnésticos han evolucionado gradual-
mente del uso de pruebas bioquimicas a las pruebas
serolégicas y moleculares para el diagnéstico de hepatitis C.
La Ley General de Salud establece que "se debe confirmar
la infeccién por el HCV por los medios clinicos disponibles,
con la finalidad de investigar, prevenir y controlar la enferme-
dad" (Diario oficial de la Federacion de México, 18 de Febrero
del 2007). La estrategia de diagnéstico ideal debe identificar
losindividuos infectados (serostatus) y aquellos cronicamente
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Cuadro lll a. Estrategiade diagnéstico con base al indice S/CO del anti-HCV con el ensayo de Abbott MEIA AXSYM® HCV

indice S/ICO Reporte Interpretacién Prueba complementaria recomendada
1.0-50 Reactivo Requiere prueba complementaria RIBA
>50 Reactivo Requiere prueba complementaria HCVRNA

RIBA = Ensayo de inmunoblot recombinante. HCV RNA = Acido ribonucleico del virus de la Hepatitis C.

Cuadro lll b. Estrategiade diagnéstico con base al indice S/CO del anti-HCV con el ensayo de Ortho ChLIA VITROS® HCV

indice S/ICO Reporte Interpretacion Prueba complementaria recomendada
1.0-19.99 Reactivo Requiere prueba complementaria RIBA
>20 Reactivo Requiere prueba complementaria HCV RNA

RIBA = Ensayo de inmunoblot recombinante. HCV RNA = Acido ribonucleico del virus de la Hepatitis C.

Cuadro lll c. Estrategiade diagnéstico con base al indice S/CO del anti-HCV con el ensayo de Abbott ChLIA PRISM® HCV

indice S/ICO Reporte Interpretacion Prueba complementaria recomendada
1.0-3.49 Reactivo Requiere prueba complementaria RIBA
>3.5 Reactivo Requiere prueba complementaria HCV RNA

RIBA = Ensayo de inmunoblot recombinante. HCV RNA = Acido ribonucleico del virus de la Hepatitis C.

infectados (estatus viral).*>“¢ Sin embargo, habitualmente los
laboratorios en nuestro pais informan el anti-HCV positivo sin
validar el resultado con las pruebas complementarias, proba-
blemente porque su disponibilidad es limitada porque se
realizan en laboratorios de referencia, y los costos son eleva-
dos. Por otro lado, existe desconocimiento entre los profesio-
nales de la salud con relacién en la interpretacion de la
pruebas serologicas y moleculares para el diagnoéstico de
hepatitis C.**

En el ambito clinico, cuando se estd ante un resultado
positivo del anti-HCV, la estrategia de diagndstico con mayor
costo-efectividad se basa en el nivel del indice S/CO del
anticuerpo para elegir la prueba complementaria inicial que
es concluyente del estatus serolégico y/o viral en 90% de los
casos [ejemplo: (anti HCV bajo positivo = RIBA negativo) o
(Anti-HCV alto positivo = HCV RNA positivo)]?*47 La eleccion
de la prueba complementaria mas adecuada para validar el
resultado positivo del anticuerpo de acuerdo a los niveles del
indice S/CO y con los inmunoensayos mas frecuentemente
utilizados en México se describe a continuacion:

1. Abbott MEIA AXSYM® HCV (Cuadro Illa): Se recomien-
dalapruebade RIBA enlas muestras conelindice S/ICO entre
1.0y 50, porque en este margen de niveles la proporcion de
resultados positivos del HCV RNA es menor a 5%; En
muestras con niveles bajos positivos del indice S/CO vy el
resultado negativo de la prueba de RIBA, se concluye anti-
cuerpo falso positivo; estas muestras no requieren evalua-
cion adicional. En las muestras con indice S/CO > 50 se debe
realizar lapruebade HCV RNA, si ésta es positiva, se confirma
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el resultado verdadero positivo con viremia y la necesidad
evaluacion diagnéstica adicional.

2.0rtho ChLIAVITROS® HCV (Cuadro lllb): Se recomien-
da en las muestras con el indice S/CO de 1.0 a 19.99 realizar
la prueba de RIBA debido a que en este margen la proporcion
de resultados positivos del HCV RNA es menor a 5%. En
muestras niveles bajos positivos del indice S/CO y resultado
negativo de la prueba de RIBA, se concluye resultado falso
positivo del anticuerpo; estas muestras no requieren evalua-
cién adicional. En las muestras con indice S/CO > 20 realizar
la prueba de HCV RNA, si ésta es positiva, se confirma el
resultado verdadero positivo con viremia y requiere evalua-
cion diagnostica adicional.

3. Abbott ChLIA PRISM® HCV (Cuadro llic): En las mues-
tras con el indice S/CO de 1.0 a 3.49 con el ensayo la prueba
recomendada es RIBA, ya que aqui la proporcion de
resultados positivos del HCV RNA es menor a 5%. En
muestras con niveles bajos positivos del indice S/CO y
resultado negativos de la prueba de RIBA, se concluye
resultado falso positivo del anticuerpo; estas muestras no
requieren evaluacién adicional. En las muestras con indice
S/CO > 3.5realizar la prueba de HCV RNA, si ésta es positiva,
se confirma el resultado verdadero positivo con viremia y
requiere evaluacion diagnéstica adicional.

Aun cuando la eleccion de la prueba complementaria se
realice de acuerdo con el nivel del indice S/CO y de acuerdo
a las recomendaciones sefialadas, en aproximadamente
10% de las muestras con anti-HCV positivo, la prueba inicial
no permite definir el estatus seroldgico y/o viral, y se requiere
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una segunda prueba complementaria (ejemplo: anti-HCV alto

positivo & HCV RNA negativo = RIBA positivo) (Cuadro I). A

continuacion se describen algunos escenarios especificos:

a) Enmuestras con niveles bajos positivos del indice S/CO
y el resultado positivo de la prueba de RIBA se debe
realizar la prueba de HCV RNA, para definir el estatus
viral y evaluacion diagnéstica adicional con la evidencia
de replicacion viral.

b) En las muestras con RIBA indeterminado y niveles altos
del indice S/CO, se debe realizar la prueba de HCV RNA
para definir el estatus viral y la necesidad de evaluacion
diagnostica adicional con la evidencia de replicacion viral.

c) Conlos niveles altos del indice S/CO y negatividad del
HCV RNA se requiere realizar RIBA para definir el
estatus serolégico. El HCV RNA negativo puede estar
relacionado con replicacion viral por debajo del limite
inferior de deteccion, relacionado con la sensibilidad de
la técnica o un resultado falso negativo de la prueba
molecular; en estas circunstancias se recomienda repe-
tir la prueba de HCV RNA de 3 a 6 meses posteriores.

La notificacion incorrecta de un resultado falso positivo del
anticuerpo genera ansiedad, miedo y deterioro en las relacio-
nes interpersonales, asi como incremento en los costos de la
atencion por consultas médicas y examenes periodicos inne-
cesarios;*®* por lo que se debe(n) realizar la(s) prueba(s)
complementaria(s) de manera refleja para confirmar o des-
cartar el diagndstico de hepatitis C.1*1*5° Es importante que el
personal del area médica esté informado respecto a que los
niveles por arriba de la unidad (indice S/CO >1) son obtenidos
y reportados incluso en ausencia de infeccion por el HCV
(resultados falsos positivos).

Actualmente estamos evaluando el costo-efectividad de
tres estrategias para el diagnoéstico de hepatitis cronica C en
donadores de sangre con anti-HCV positivo; los resultados
preliminares, demuestran la superioridad de la estrategia de
diagndstico que define las pruebas complementarias con base
a los niveles del indice S/CO [(anti HCV bajo positivo = RIBA)
y (anti-HCV alto positivo ® HCV RNA)] ( Estudio cosHCVir,
Fondos Sectoriales, clave SALUD-2005-01-14158).

Propuesta para modificar el reporte del anti-HCV

El reporte del resultado del anti-HCV debe incluir la informa-
cién completa de la prueba que permita la interpretacion
correcta de los resultados y la eleccién de las pruebas
complementarias de acuerdo al nivel del indice S/CO del
anticuerpo y el inmunoensayo utilizado. El modelo propuesto
incluye la siguiente informacion (Cuadro IV):

a) Elanti-HCV se anota en la columna del examen; incluir
el método y generacion del inmunoensayo.

b) En muestras con indice S/CO < 1, reportar el resultado
como no reactivo y el indice S/ICO >1 como reactivo. Se
deben evitar los términos "positivo" o "negativo” en el
reporte del resultado

c) Elindice S/ICO debe ser anotado en la columna de unida-
des (ésta informacion se obtiene directamente de los
resultados que se muestran en la pantalla de los equipos).

d) La interpretacion del anti-HCV depende de la reactividad.
Las muestras no reactivas no requieren pruebas comple-
mentarias. En las muestras reactivas (indice S/ICO >1) se
requiere realizar prueba(s) complementaria(s); la prueba se
elige con base al indice S/ICOy el inmunoensayo utilizado.

Cuadro IV. Modelo propuesto parareportar el resultado del anti-HCV

Reporte de laboratorio

Nombre: Afiliacion o Registro:

Médicotratante: Externo Hospitalizado No.cama:

Servicio: Fecha:

EXAMEN RESULTADO UNIDADES INTERPRETACION

Anti-HCV No Reactivo/ reactivo indice S/CO No Reactivo: norequiere prueba complementaria

(Inmunoensayo) Reactivo: requiere prueba complementaria.
(Lapruebacomplementaria se debe elegir de acuerdo a
larecomendacién paracadainmunoensayo).

Guiadeinterpretacion:

Abbott MEIAAXSYM®HCV: indice S/CO de 1.0a50.0: realizar ensayo de inmunoblot recombinante (RIBA)

indice S/CO >50: realizar prueba de &cidos nucléicos (HCV RNA)

Ortho ChLIAVITROS®HCV : indice S/ICO de 1.0a19.99: realizar RIBA
indice S/CO > 20: realizar HCV RNA
Abbott ChLIAPRSM® HCV: indice S/ICO de 1.0 a 3.49: realizar RIBA
indice S/CO >3.5: realizar HCV RNA
10 Gac Méd Méx Vol.143 Supl 2, 2007




e) Se recomienda incluir la guia de interpretacion para
elegir la prueba complementaria con base al indice S/
CO; el ejemplo se describe con los inmunoensayos que
se utilizan mas frecuentemente en México (Abbott MEIA
AXSYM® HCV, Ortho ChLIA VITROS® HCV y Abbott
ChLIA PRISM® HCV).

Conclusiones

El anti-HCV tiene un papel muy importante en el escrutinio y
diagndstico de la hepatitis C. Los profesionales de la salud de
las areas médicas (ejemplo: epidemidlogos, médicos genera-
les, familiares, internistas, infectélogos, gastroenterélogos,
patélogos clinicos, hematologos, quimicos, enfermeras y tra-
bajadoras sociales) y no médicas (ejemplo: directivos y admi-
nistradores) relacionados con la atencién de los enfermos de
hepatitis C deben aplicar y difundir el conocimiento para la
adecuada interpretacion de las pruebas de escrutinio y diag-
noéstico, asi como la aplicacion de los recursos institucionales
y privados con base a la evidencia de resultados de investiga-
cién nacional e internacional en esta area . El registro y
seguimiento epidemiolégico de la hepatitis C deben ser dirigi-
dos a los casos confirmados, es decir, con el anti-HCV verda-
dero positivo validado por las pruebas complementarias; ade-
mas es importante sefialar que aproximadamente 6 de cada
10 muestras con anticuerpo positivo corresponden a resulta-
dos falsos positivos en poblaciones de baja prevalencia en
México (ejemplo: donadores de sangre). Por otro lado, se debe
actualizar la normatividad (ejemplo: Norma Oficial Mexicana)
con relacién en la interpretacién de las pruebas de escrutinio
y diagndstico de hepatitis C.

Otros temas importantes que no han sido abordados en
esta revision son el rendimiento de los otros inmunoensayos
gue se encuentran actualmente disponibles y el impacto de las
MMM en el escrutinio de la hepatitis C en los bancos de sangre.

El Sistema de Salud Mexicano, al igual que otros, enfrenta
grandes retos para la contencién de costos, favoreciendo la
eficiencia de los servicios de salud. La disponibilidad de
pruebas precisas y estandarizadas del anti-HCV permiten la
aplicacion inmediata de las nuevas estrategias de escrutinio
y diagnostico de hepatitis C que aqui se proponen.
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