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Resumen
Las pruebas serológicas se han convertido en herramientas fundamentales en el diagnóstico y manejo de la infec-
ción por el virus de la hepatitis c (vhc). Estas pruebas incluyen la detección de anticuerpos contra el vhc en suero, 
la detección y cuantificación del arn-vhc, así como la determinación del genotipo del vhc en suero. Estas pruebas 
son fundamentales en el diagnóstico y manejo terapéutico de la hepatitis c. En este artículo hacemos una revisión 
exhaustiva del tema.
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Abstract
Serological examinations have become essential tools in the diagnosis and management of infection with the hepa-
titis c virus (hcv). These tests include detection of antibodies to hcv in serum, detection and quantification of hcv-rna, 
as well as determination of the genotype of hcv in serum. These tests are essential in the diagnosis and therapeutic 
management of hepatitis c. In this article we make an exhaustive review of the subject.
Keywords: hepatitis c virus, serological, virological tests, hcv rna.

Introducción
Durante las últimas décadas, el desarrollo progresivo de nuevas herramientas para el diagnóstico viral ha hecho 
posible que las diferentes entidades se puedan descubrir y estudiar no sólo en los laboratorios especializados, sino 
también en laboratorios de rutina. Las pruebas diagnósticas simples, rápidas y económicas para la detección de 
antígenos han reemplazado las técnicas tradicionales, largas y muy costosas, lo cual ha permitido mayor agilidad 
en la definición del diagnóstico.1 

Como podemos apreciar, en la fase de infección aguda se elevan abruptamente la viremia y las alanino 
aminotransferasas (alt), mientras que los anticuerpos demoran varias semanas en aparecer, en promedio de siete a 
ocho semanas después del comienzo de la infección,2-4 primero se eleva la igm, la cual sólo está presente en la fase 
aguda, lo que sirve como marcador específico de esta etapa. Al final aparece la igg, en promedio a las 11 semanas 
en pacientes inmunocompetentes, pero en enfermos hemodializados o profundamente inmunodeprimidos, como 
los trasplantados, puede demorar aún más con bajos títulos e incluso no dar reactivos.

La respuesta anti-vhc persiste indefinidamente en pacientes que desarrollan infecciones crónicas, aunque 
es posible que estos anticuerpos no se lleguen a detectar con los ensayos actuales en pacientes con hemodiálisis 
o en casos de profunda inmunodepresión. Una seroconversión aparente puede ocurrir en esos pacientes inmuno-
deprimidos, en quienes la naturaleza crónica de la infección se confirma mediante la persistencia del arn del vhc.5

En la fase de infección crónica la viremia no es tan elevada, produce oscilaciones que pueden llegar a alcan-
zar valores tan bajos del arn viral que no sean detectables. Es importante tener en cuenta este comportamiento al 
estudiar individuos en la etapa de cronicidad.

En esta fase los títulos de anticuerpos igm son muy bajos o no detectables, y sirven como marcador pro-
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nóstico de la respuesta antiviral. Por el contrario, los títulos 
de anticuerpos igg son muy elevados a lo largo de toda la 
enfermedad, llegando a detectarse aun después de cinco 
años de recuperado el paciente.

De acuerdo con este análisis podemos realizar el 
diagnóstico virológico y el seguimiento de la infección por 
el virus de la hepatitis c (vhc) utilizando dos tipos de ensayos 
de laboratorio: las pruebas indirectas y las directas.6

Las pruebas indirectas son ensayos serológicos que 
detectan anticuerpos específicos sintetizados por el hués-
ped frente a antígenos constitutivos del vhc o ante proteínas 
producidas en su proceso de replicación. Su positividad in-
dica que el paciente estuvo o está infectado con el virus, pe-
ro de ninguna manera confirma una infección activa por vhc.

Las directas son ensayos que pueden detectar, cuan-
tificar y caracterizar los componentes de la partícula viral 
del vhc, como el arn viral y el antígeno del núcleo (antígeno 
core) y, por tanto, su positividad es expresión de la presen-
cia del virus y de infección activa.5 Estas pruebas juegan un 
papel muy importante en el diagnóstico de la infección, en 
la toma de decisiones terapéuticas y además ofrecen valor 
predictivo de la respuesta virológica a la terapia.

Este trabajo brinda un compendio sobre las diferen-
tes pruebas de mayor aplicabilidad en el diagnóstico de la 
hepatitis por virus c.

Cuadro 1. 
Métodos diagnósticos del vhc

A. Métodos de detección de anticuerpos:

Pesquisajes: eia, elisa de detección de anticuerpos
Confirmatorios: riba (opcional)
Detección de anticuerpos de tipo igm 

B. Métodos de detección de antígenos:

Antígeno core vhc-eia

C. Métodos moleculares de determinación del arn:

Cualitativo o de detección del arn viral
Cuantificación de la carga viral

D. Métodos de determinación del genotipo:

Genotipaje molecular
Serotipaje

Métodos de detección de anticuerpos 
contra el virus c de la hepatitis
Hasta ahora ha sido imposible el cultivo del virus de la hepa-
titis c y, por ende, la obtención de antígenos naturales. No 
obstante, el conocimiento de las secuencias nucleotídica y 
aminoacídica del vhc han hecho posible obtener proteínas 
recombinantes y péptidos sintéticos, los cuales han permi-
tido el desarrollo de los ensayos de detección de anticuer-
pos, que son los recomendados para realizar el pesquisaje 
primario.7 Además, se recomienda que éste se haga sólo 
a los grupos de riesgo, pues el estudio de la población en 
general tiene un bajo costo-eficacia.8 

Existe un gran número de pruebas disponibles para 
la detección de anticuerpos contra el vhc: las pruebas sero-
lógicas de primera línea (eia o elisa) y las pruebas comple-
mentarias o confirmatorias de anticuerpos (riba).

Las técnicas inmunoenzimáticas son ampliamente 
usadas para detectar y, en ocasiones, para cuantificar antí-
genos virales o anticuerpos en los fluidos corporales.5

Las más utilizadas son los ensayos inmunoenzimáti-
cos (eia) y los enzyme-linked immuno sorbent assay (elisa), 
el cual es un tipo específico de eia. Éstos son ensayos de 
bajo costo, rápidos y fáciles de realizar, actualmente están 
parcial o totalmente automatizados y permiten estudiar un 
gran número de muestras.

En los eia y los elisa los anticuerpos del suero o 
plasma o los antígenos virales son capturados en pozos de 
microplacas por los antígenos correspondientes o los anti-
cuerpos específicos (en general monoclonales), respectiva-
mente, los cuales están unidos a la fase sólida. El complejo 
antígeno-anticuerpo se revela por una reacción enzimática 
colorimétrica o fluorimétrica, la cual se lee en un espectro-
fotómetro o fluorímetro. La relación entre la densidad óptica 
o la fluorescencia de la muestra y los controles del ensayo 
permite obtener el resultado final.9

Método elisa para determinación de 
anticuerpos: umelisa® hcv 3ª Generación
A través de las distintas generaciones de estos ensayos se 
ha ido incrementando la especificidad y, sobre todo, la sen-
sibilidad de los mismos, desde entre 75 y 85% en la primera 
generación, hasta casi 100% en la cuarta.

Genoma y generaciones de pruebas 
de anticuerpos
Los primeros ensayos estaban plagados de falsos positivos 
y tenían periodos muy largos de “ventana serológica” (tiem-
po que media entre la infección por vhc y la seroconversión), 
lo que hacía que no se detectaran muchas personas infecta-
das, además tuvieron baja representación antigénica (muy 
pocas proteínas virales) y a las pruebas se le escapaban 
seropositivos.

Cuadro 2. 
Periodos de ventana según las diferentes pruebas

Anti-vhc 1ª generación 150 días

Anti-vhc 2ª generación 81.9 días

Anti-vhc 3ª generación 63.8 días

Antígeno core vhc (eia) 14 días

arn del vhc por pcr 12.6 días

El periodo de ventana serológica varía de un paciente a 
otro,5 la respuesta anti-vhc es detectable alrededor del co-
mienzo de los síntomas clínicos en entre 50 a 70% de los 
pacientes y más adelante en el resto de los enfermos.10

Actualmente la detección de anticuerpos anti-vhc se 
realiza mediante ensayos inmunoenzimáticos de segunda o 
tercera generación.

1.

2.

3.

1.

2.
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El primer ensayo comercial desarrollado, conocido 
como prueba de primera generación, empleó una técnica de 
eia que detectaba la presencia de anticuerpos contra la pro-
teína c100-3 del vhc (anti-vhc). El antígeno c100-3 es una pro-
teína no estructural, codificada por parte de la región ns4 del 
genoma viral. Esta prueba consistía en un eia de captura de 
anticuerpo, en cuya fase sólida estaba unido el polipéptido 
c100-3, obtenido en levaduras como una proteína de fusión 
con la enzima superóxido dismutasa (sod). Estas pruebas de 
primera generación (eia-1) presentaban problemas de espe-
cificidad y sensibilidad, ya que sólo detectaban anticuerpos 
entre 75 y 85% de los pacientes infectados por el vhc.8

Debido a esto, se desarrollaron ensayos de segunda 
generación que incluían, además del péptido c100-3, otros 
dos péptidos: c22-3 (que corresponde a la nucleocápside 
viral) y el c33-c (que forma parte de la región ns3). Con este 
ensayo se mejoró ligeramente la especificidad de la prue-
ba y se logró aumentar de manera notable la sensibilidad 
(93% de los pacientes infectados con el vhc). Además, con 
la inclusión de un péptido de la nucleocápside viral se pudo 
acortar el periodo de ventana para la detección de la sero-
conversión a anti-vhc tras la infección, ya que pasó de 16 
semanas con eia-1 a 10 semanas con eia-2.11 

En la cuadro 3 se muestran las diferencias entre ge-
neraciones de eia en cuanto a sensibilidad y valor predictivo 
positivo en poblaciones de bajo y alto riesgo.

Cuadro 3. 
Comparación entre generaciones de eia 

Ensayo Sensibilidad 
(%)

Valor 
predictivo 
positivo en 
población 
de bajo 
riesgo/

prevalencia 
de 

infección 
(%)

Valor 
predictivo 
positivo en 
población 

de alto 
riesgo/

prevalencia 
de 

infección 
(%)

eia 1 70-80 30-50 70-85 

eia 2 92-95 50-61 88-90 

eia 3 97 75 90-95 

eia 4 98.8-100 - -

Posteriormente se desarrollaron las pruebas de tercera ge-
neración, en las que se utilizaron antígenos de las regiones 
core y ns3 reconfigurados y un antígeno recombinante adi-
cional derivado de la región ns5.11 Con las pruebas de ter-
cera generación se ha conseguido aumentar la sensibilidad 
de la técnica eia hasta en 97% y la especificidad es mayor 
de 99%.12 Además se ha reducido el “periodo de ventana”, 
pues se logró detectar el anti-vhc de siete a nueve semanas 
después de la infección.

Las pruebas de cuarta generación no están tan dis-
ponibles en el mercado porque todavía están surgiendo, y 
tienen como característica esencial que detectan anticuer-
pos dirigidos contra antígenos muy específicos de los dife-
rentes genotipos del virus, sobre todo 1, 2 y 3.13-15

Pruebas confirmatorias de detección de 
los anticuerpos
Como consecuencia de los problemas de especificidad que 
presentaban los eia de primera y segunda generación (re-
sultados falsos positivos), se desarrollaron métodos confir-
matorios conocidos como recombinant immunoblot assay 
(riba)16-18 o line immunoblot assay (lia),19 dependiendo del fa-
bricante de la prueba. Estas pruebas sólo detectan anticuer-
pos específicos a proteínas separadas o unidas del antígeno 
viral recubierto sobre tiras de nitrocelulosa en lugar de mi-
croplacas. En ellas se incorpora una proteína fusionada con 
los antígenos víricos (sod en el caso del riba y estreptavidina 
en el caso del lia). La reacción positiva se caracteriza por la 
aparición de bandas coloreadas en posiciones específicas 
en la tira. La interpretación puede ser visual o automática.

Se han desarrollado riba y lia de primera, segunda 
y tercera generación. El riba de tercera generación incluye 
antígenos recombinantes de las regiones ns3 y ns5, y pép-
tidos sintéticos derivados de las regiones core y ns4. El lia 
de tercera generación incluye un antígeno recombinante de 
la región ns3 del vhc y péptidos sintéticos de las regiones 
core, e2, ns4 y ns5.

En estas pruebas confirmatorias un resultado se con-
sidera negativo cuando no aparece reactividad para ninguno 
de los antígenos víricos, indeterminado cuando solamente 
hay reacción frente a uno de los antígenos víricos o cuando 
hay reactividad para más de uno de estos antígenos, pe-
ro también para sod o estreptavidina. Se considera que la 
prueba es positiva cuando hay reactividad para dos o más 
antígenos víricos sin que la haya para sod o estreptavidina.

En resumen, las pruebas confirmatorias no son más 
sensibles que las pruebas de eia, pero sí más específicas, 
por lo que se utilizan para distinguir falsos positivos de la 
prueba de eia en personas que nunca estuvieron infectadas 
con el vhc.

Anticuerpos contra el vhc del tipo igm
Tanto los sistemas diagnósticos como los comprobatorios 
para detectar anti-vhc presentan la limitación de que la apari-
ción de anticuerpos de tipo igg contra el vhc puede tardarse 
hasta un año después de la infección.2,4 Además, los títulos 
de anti-vhc de tipo igg no se correlacionan con el curso de la 
enfermedad, de ahí su escasa importancia como marcador 
pronóstico. En cambio, el anti-vhc de tipo igm aparece antes 
que el anticuerpo de tipo igg y tiene utilidad en la diferencia-
ción de hepatitis aguda y crónica.19,20

Se ha detectado respuesta de tipo igm contra los 
antígenos core, ns3 y ns4, que habitualmente coincide en 
el tiempo con la respuesta de tipo igg. La respuesta más 
intensa de igm está dirigida contra el antígeno del core, y 
en algunos casos es el primer marcador que aparece tras la 
infección por el virus.21

Debido a esto se han desarrollado métodos para de-
tectar anti-vhc de tipo igm frente al core de vhc. Es conocido 
que los títulos de anticuerpos anti-vhc de tipo igm, durante 
la fase aguda de la infección, se correlacionan con la evo-
lución a la cronicidad. La determinación de este marcador 
durante la fase crónica de la enfermedad puede servir co-
mo factor predictivo de respuesta al tratamiento antiviral. 
Aquellos pacientes con respuesta bioquímica completa 
al tratamiento con interferón, al inicio de la terapia presen-
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tan niveles de anti-vhc igm superiores a los no respondedo-
res, y su desaparición durante el tratamiento se correlaciona 
con una respuesta viral sostenida.

No obstante, algunos autores plantean que, aunque 
la duración de la respuesta de igm habitualmente es breve, 
con frecuencia se sigue detectando en la fase crónica de la 
enfermedad, por lo que no se ha demostrado que la deter-
minación de igm anti-vhc en el diagnóstico de la infección 
aporte datos claros y concluyentes sobre la biología o esta-
dio de la infección viral.21,22

Antígeno core del virus c de la hepatitis
La cápside icosaédrica del vhc está formada por la polime-
rización de la proteína core (21 kda). Se ha demostrado que 
los niveles del antígeno del núcleo se correlacionan con los 
niveles de arn viral.23 Durante la seroconversión el antígeno 
core es detectado de uno a dos días después que el arn-
vhc con los métodos disponibles.24,25 De ahí que la cinética 
del core fluya en paralelo con la cinética del arn-vhc. Se ha 
estimado que un picogramo de antígeno core total por mili-
litro es equivalente a aproximadamente 8 000 ui de arn-vhc.23 
Esto permite que el título de antígeno core se use como un 
marcador de la replicación del vhc.5,26

En el caso de la infección crónica por vhc, el número 
de partículas víricas en suero es muy bajo, esto hace que 
sea más difícil la detección de antígenos víricos mediante 
las técnicas convencionales.

La determinación y cuantificación del antígeno core 
total se puede realizar mediante un eia (Ortho-Clinical Diag-
nostics, Raritan, Nueva Jersey, Estados Unidos). La versión 
actual del ensayo no detecta antígeno del núcleo cuando 
los niveles de arn-vhc se encuentran por debajo de 20 000 ui/
ml, lo cual limita su uso en el escenario clínico.23

Otro método que permite detectar el antígeno del 
core del vhc en suero consiste en un eia cuya fase sólida se 
encuentra recubierta con un anticuerpo monoclonal dirigido 
contra 35 aminoácidos de la proteína de la nucleocápside. 
Esta técnica tiene poca aplicación práctica debido a que ne-
cesita gran cantidad de suero del paciente (30 ml).

Los antígenos virales también se pueden detectar en 
biopsias hepáticas mediante técnicas de inmunohistoquími-
ca. Con este fin se han utilizado anticuerpos mono y policlo-
nales contra distintas proteínas del vhc. La determinación de 
los antígenos del vhc en las células hepáticas es un método 
de indudable valor diagnóstico, sin embargo, el hecho de 
que la técnica no esté estandarizada y que no exista un anti-
cuerpo disponible comercialmente que proporcione resulta-
dos fiables, hace que no se pueda aplicar de forma rutinaria 
y sólo se ha reservado para trabajos de investigación.

Métodos moleculares para la 
determinación del arn del vhc 
Las técnicas de biología molecular son útiles para detectar 
y cuantificar el genoma viral en fluidos corporales mediante 
diferentes métodos.5

La secuencia genómica viral se puede analizar por 
genotipaje y, más frecuentemente, por medio de la secuen-
ciación directa o por hibridación reversa.

Un aspecto muy importante que determina la calidad 
del diagnóstico molecular es la obtención y conservación de 
las muestras.

Características de la muestra para 
diagnóstico molecular
Mientras en los elisa el suero o plasma puede conservarse 
algunos días a 4 °C y se detectan los anti-vhc si están pre-
sentes, para la detección o cuantificación del arn viral es 
necesario tomar una serie de precauciones, pues el arn es 
muy lábil y en condiciones inadecuadas se puede degradar 
y obtener un falso negativo debido a la mala conservación 
de la muestra.

Para estos ensayos se utilizan más comúnmente las 
muestras de suero o plasma humano, obtenido este último 
con los anticoagulantes acd o edta en baja concentración (el 
edta es un agente quelante del magnesio, cofactor de la en-
zima Taq polimerasa y, por tanto, si está en alta concentra-
ción disminuye la eficiencia de polimerización de la enzima).

Las muestras tratadas con heparina no son útiles 
para esta prueba porque este anticoagulante inhibe la pcr.27

La sangre con o sin anticoagulante, si va a ser trans-
portada, se debe enviar al laboratorio a una temperatura de 
entre 2 y 25 °C y centrifugarse en las primeras cuatro horas 
luego de su recolección, durante 20 minutos de 800 a 1 600 
g, para separar el suero o plasma de las células. El suero 
o plasma se transportará a una temperatura de 2 a 8 °C o 
congelado, y podrá ser conservado: de 2 a 8 °C un día como 
máximo, a -20 °C durante un mes y a -70 °C por un tiempo 
más prolongado.28

Se recomienda no hacer congelaciones y descon-
gelaciones repetidas de los sueros o plasmas porque se 
podrían producir falsos negativos de la prueba, sobre todo 
para muestras con baja viremia.

Entre las técnicas de diagnóstico molecular existen 
diferentes clasificaciones:29

Técnicas cualitativas (detección o no del ácido nuclei-
co) y cuantitativas (determinación de la carga viral)
Técnicas de no amplificación (hibridación clásica) o 
amplificación (pcr, nasba)
Técnicas de amplificación: de “la diana” (pcr, nas-ba, 
tma) o de la señal (adn ramificado/Branched-dna)

En las técnicas cualitativas o cuantitativas se utilizan indis-
tintamente métodos de amplificación de “la diana” o de la 
señal, así como métodos donde no se amplifica porque la 
concentración del ácido nucleico en el fluido que se está 
estudiando es elevada y con una simple hibridación es sufi-
ciente para detectarlo o cuantificarlo.

El arn del vhc está presente en cantidades muy bajas 
en el suero y los tejidos como para poder ser detectado por 
los métodos de hibridación clásica, como los que se utilizan 
para la detección del adn del virus b de la hepatitis. Por ello 
es necesaria una etapa previa de amplificación.

Las técnicas de amplificación pueden ser de dos ti-
pos dependiendo de la entidad que se amplifique: puede ser 
“la diana” (segmento de adn o arn a detectar) o la señal final: 

Técnicas de amplificación de la diana
Su principio se basa en la síntesis, durante una re-
acción enzimática cíclica, de un gran número de 
copias del ácido nucleico (amplicones) que pueden 
detectarse por las técnicas habituales y/o se puede 
cuantificar la cantidad de genoma viral de la muestra

•

•

•
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Se han desarrollado varias técnicas de ampli-
ficación del genoma viral:

La reacción en cadena de la polimerasa (pcr)30 
permite sintetizar copias del adn vírico por 
medio de enzimas termoestables, como el 
adn polimerasa Taq (Thermus aquaticus) me-
diante ciclos repetidos de desnaturalización 
del adn, unión de dos cebadores específicos 
a la secuencia de interés y polimerización de 
la cadena de adn. Se produce así un aumento 
exponencial en la cantidad de producto (am-
plicon). Una vez amplificadas las copias del 
adn, se pueden detectar fácilmente mediante 
cualquier otro ensayo tradicional

Se han desarrollado técnicas basadas en la pcr:

rt-pcr: proceso de amplificación de arn (ribosomal, 
mensajero, genómico viral) que lleva un paso inicial 
de transcripción reversa para obtener un adn copia 
que sirva de molde para la amplificación
pcr anidada o nested pcr: los productos de una pri-
mera ronda de amplificación son nuevamente am-
plificados con un segundo juego de cebadores, lo 
cual eleva la especificidad del método (utiliza cuatro 
cebadores específicos) y reduce las amplificaciones 
secundarias aumentando también la sensibilidad del 
ensayo
pcr múltiple: se puede amplificar con dos o más 
juegos de cebadores para detectar diferentes adn 
dianas a la vez
pcr inversa: amplifica fragmentos desconocidos de 
adn que están flanqueados por secuencias conoci-
das31

En el caso del arn del vhc hay estuches comerciales que 
utilizan dos de las técnicas descritas anteriormente para 
su detección, debido a su baja concentración en el suero 
o plasma. 

Primero se realiza una rt-pcr (transcripción rever-
sa) inicial con el objetivo de sintetizar un adn copia (adnc) 
o complementario al arn viral para usarlo como molde en 
la reacción de pcr. Dependiendo de la buena sensibilidad 
de los cebadores utilizados, puede ser suficiente con este 
paso de amplificación, y en otros es necesario hacer una 
pcr anidada.

Luego se procede a realizar una pcr anidada con el 
objetivo de aumentar la sensibilidad o detectabilidad del 
ensayo.

Un esquema general del ensayo de detección del 
arn del vhc es el que se aplica en el ensayo umelosa® hcv 
cualitativo.31-34

Esquema general del ensayo: umelosa® 
hcv cualitativo
Desde el desarrollo en 1983 de la pcr por Kary Mullis30 (lo 
cual le valió el Premio Nobel de Química, 1993), la técnica se 
venía realizando según protocolos puestos a punto por cada 
laboratorio. Se efectuaron estudios que demostraron que 
existían diferencias notables en cuanto a la sensibilidad, 

especificidad y reproducibilidad del ensayo, pues todo el 
proceso se realizaba manualmente en tres baños térmicos 
a diferentes temperaturas y después de cada paso de des-
naturalización era necesario añadir la enzima, pues no era 
estable a más de 40 °C, esto era un proceso muy largo, labo-
rioso y con alto riesgo de contaminación muestra a mues-
tra. El descubrimiento en el Parque Nacional de Yellowstone 
(Estados Unidos) del Thermus aquaticus35 y la obtención de 
su adn polimerasa resistente a altas temperaturas, y el desa-
rrollo por la Perkin Elmer de un equipo denominado thermo-
cycler, o secuenciador térmico, han permitido realizar esta 
técnica con más confiabilidad.

Ventajas de la pcr:

Alta sensibilidad y especificidad, independiente de la 
respuesta inmune y del desarrollo de la enfermedad.
Versatilidad: debido a su alta especificidad, cada 
segmento de adn o arn genómico es blanco poten-
cial para un ensayo diagnóstico por pcr

Detecta el adn proviral latente
Los resultados se obtienen con rapidez
Requiere de poca muestra de suero o plasma, la cual 
se inactiva al comenzar el proceso
Es aplicable a una amplia variedad de muestras clíni-
cas, forenses, etc
Permite detectar en diferentes tejidos la replicación 
extrahepática
Detecta el genoma viral en las muestras durante el 
periodo de ventana (de 8 a 12 semanas) y en los he-
moderivados
Permite determinar la carga viral
Permite realizar la caracterización molecular de los 
virus (genotipaje)
Es útil para el seguimiento de los esquemas terapéu-
ticos y estudios de resistencia a antivirales
Permite el diagnóstico en personas inmunodepri-
midas, con deficiencia renal crónica o trasplante de 
órgano
Se emplea en los procedimientos de clonaje y expre-
sión de proteínas virales
No sólo se utiliza para la detección del blanco en 
suero o plasma, también se aplica para estudiar la 
presencia del genoma viral en el tejido hepático y en 
células mononucleares de sangre periférica

Limitaciones de la pcr 
Falsos negativos: 

Recolección inapropiada de la muestra
Muy baja carga viral, inferior al límite de detección 
de la técnica
Secuencia del patógeno alterada
Presencia de inhibidores que reduzcan la eficiencia 
de la reacción

Falsos positivos: 
Por contaminación cruzada entre muestras y por 
arrastre de amplicones
Similitud entre genes celulares y secuencias retro-
virales
Amplificación basada en la secuencia de los ácidos 
nucleicos (nucleic acid sequence-based amplification, 
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nas-ba).36 Esta técnica permite obtener copias del 
arn viral en forma de arn de simple cadena comple-
mentaria al arn genómico mediante una reacción 
enzimática cíclica con tres enzimas diferentes

Ventajas: 
Estabiliza e inactiva el arn viral para su transportación
Utiliza todo tipo de muestras y volúmenes: plasma, 
suero, sangre seca y sangre total, leche, semen, sa-
liva, linfocitos y tejidos
Notable control de la contaminación
Amplificación isotérmica
Amplificación selectiva de arn en presencia de adn

Elevada robustez por el uso de tres calibradores
Cuantificación reproducible

Limitaciones:
Mucha manipulación en la detección
Necesidad de un equipo específico de electroqui-
mioluminiscencia (ecl)
Costo elevado

La amplificación mediada por transcripción (transcription-
mediated amplification, tma)37 consiste en una reacción iso-
térmica y usa dos enzimas: la reverso transcriptasa y la arn 
polimerasa T7. El amplicon también consiste en una cadena 
simple de arn.

La ventaja de las técnicas de amplificación de la 
diana, como las descritas, es su gran sensibilidad. Los in-
convenientes son una cierta falta de reproducibilidad en los 
casos de bajos niveles de viremia y la posibilidad de apa-
rición de falsos positivos. En general éstos se deben a la 
contaminación con productos amplificados en reacciones 
precedentes.

Detección por hibridación reversa
La detección de los amplicones obtenidos por pcr y tma se 
realiza mediante un ensayo de hibridación en condiciones 
de astringencia fuertes con sondas de oligonucleótidos 
fijados a una fase sólida. Las sondas son diseñadas por 
complementariedad con las diferentes secuencias amplifi-
cadas. La unión amplicon-híbrido se revela en una reacción 

enzimática, seguida por la detección de color o de señal 
luminiscente o fluorescente. La hibridación a una sonda en 
particular significa que el fragmento analizado tiene una se-
cuencia complementaria.38

Técnicas de amplificación de la señal
Los métodos clásicos de hibridación permiten acoplar, gra-
cias a una sonda nucleotídica, una molécula señal (molécula 
radioactiva o enzima) a cada molécula de genoma viral. Sin 
embargo, la baja tasa de replicación del vhc da lugar a una 
baja concentración de partículas virales circulantes, hacien-
do que la señal emitida sea indetectable por las técnicas 
convencionales de hibridación molecular. Los métodos de 
amplificación de la señal se basan en la fijación de un gran 
número de moléculas señal a cada molécula de arn, permi-
tiendo así la detección de estos híbridos. 

El único método comercial disponible hoy en día, ba-
sado en esta técnica, es el adn ramificado (branched dna).39 
El genoma viral primero hibrida con sondas unidas a la fase 
sólida y con otras sondas que lo unen a una molécula de 
adn ramificado, la cual a su vez se une a cientos de sondas 
de adn conjugados con enzima. La detección se basa en la 
emisión luminiscente del sustrato hidrolizado por la enzima. 
La cuantificación se basa en la curva estándar generada si-
multáneamente usando estándares conocidos.

En un inicio esta técnica no presentaba muy buena 
sensibilidad y sólo se utilizaba para cuantificar, actualmente 
ya ha alcanzado valores de sensibilidad muy buenos tanto 
para la detección como para la cuantificación.40

La limitación de esta técnica es que requiere de un 
luminómetro, pero las ventajas son su especificidad, su 
buena reproducibilidad, no requiere de equipos especiales 
para la amplificación y es un método muy rápido y sencillo.
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