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Resumen

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA INFECCION POR EL VIRUS C DE LA HEPATITIS (PARTE I1)

Gonzdlez Gonzdlez, Yaime J.!
Garcia de la Rosa, Iria’
Garcia Ferrera, Waldo Orlando?

Hepatitis c virus infection,
serological diagnosis (part i)

Las pruebas serolégicas se han convertido en herramientas fundamentales en el diagnéstico y manejo de la
infeccion por el virus de la hepatitis ¢ (vHc). Estas pruebas incluyen la deteccién de anticuerpos contra el vHc en
suero, la deteccién y cuantificacion del ARN-vHe, asi como la determinacion del genotipo del vhe en suero. Estas
pruebas son fundamentales en el diagnéstico y manejo terapéutico de la hepatitis c. En este articulo hacemos

una revision del tema.

Palabras clave: virus de la hepatitis ¢, pruebas seroldgicas y virolégicas, Arn del vHc.

Abstract

Serological examinations have become essential tools in the diagnosis and management of infection with the
hepatitis 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.

Infroducciéon

En esta segunda parte del articulo referente al diagnéstico
serolégico de la hepatitis ¢, haremos menciéon de los dis-
tintos métodos que se usan en los laboratorios de biologia
molecular para la cuantificacion del Arn del virus de la hepa-
titis ¢ (vHc), asi como de las técnicas descritas para realizar
el genotipaje de este virus, también se incluye lo referente a
la interpretacion general de los distintos resultados de estas
pruebas.

Métodos para cuantificar la carga viral

del vHc

La cuantificacién del ArN virico en sangre se puede realizar
de diferentes formas: 7) pcr competitiva, 2) ™va (amplifica-
cion mediada por transcripcién), y 3) deteccién de ARN me-
diante AbN ramificado.

La cuantificacion del Arn viral mediante pPcr compe-
titiva realiza una amplificacién del molde viral y de un es-
tdndar sintético adicionado en cada tubo de reaccién en
concentracion conocida. A ambos se les unen los mismos

1 Laboratorio de Biologia Molecular, Centro Nacional de Inmu-
noensayo, La Habana, Cuba

2 Departamento de Gastroenterologia, Seccion de Hepatologia,
Hospital Universitario Calixto Garcia, La Habana, Cuba

cebadores, con lo que se produce una competencia en el
proceso de amplificacion y se favorece la especie que esté
en mayor cantidad en el tubo de reaccién, por lo que sélo
se amplificara mas el estandar sintético en la medida en
que haya menos vHc en la muestra. Se calcula la relacién
entre las sefiales de los amplicones de la muestra viral y
del estandar interno; los resultados se obtienen mediante
interpolacion de estos datos en una curva construida con el
logaritmo de la relacion y el logaritmo de la concentracion
de estandares cuantitativos determinados en paralelo con
las muestras.’

Mas recientemente se han desarrollado las técnicas
de pcr en “tiempo rea”.>® Su principio se basa en la detec-
cion del amplicén sintetizado para deducir la cantidad del
genoma viral de la muestra clinica de partida, méas que la
cantidad al final de la reaccion de pcr. Este método es ted-
ricamente mas sensible que la técnica clasica de amplifica-
cion de la diana y no es propenso a la contaminacion. Su
rango dinamico de cuantificacién es muy extenso, lo que
lo hace particularmente Util para la cuantificacién del rango
total de carga viral observada en los pacientes tratados y no
tratados con la infeccion por vHc.
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ACTUALIDADES

La deteccion de ArRN mediante AbN ramificado es
el Unico procedimiento que no necesita de una amplifica-
cion previa y, por lo tanto, tiene una sensibilidad inferior a
la pcr. Es discutible si esto es importante o no a la hora
de monitorear los tratamientos.* Es probable que no to-
dos los genomas detectados correspondan a particulas
virales realmente infecciosas. De cualquier forma, permite
una apreciacién indirecta del nivel de replicacién viral. La
determinacion de la carga viral evolutiva en circunstancias
patoldgicas particulares (tratamientos, modificaciones de la
inmunidad, entre otros) es mucho mas informativa que el
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valor observado en una Unica determinacién. Hoy dia exis-
ten diversas pruebas comerciales para la cuantificacion del
ARN-VHC en suero, las mas utilizadas son las que se basan en
las técnicas enunciadas anteriormente. No obstante, debi-
do a la complejidad de estos ensayos, la cantidad de pasos
de los mismos, asi como la variabilidad en la interpretacién
de los resultados, hacen muy dificil la reproducibilidad entre
ensayos que utilicen principios diferentes.

En la actualidad existen métodos manuales y se-
miautomaticos para la determinacién cualitativa y cuantitati-
va del ARN-VHC® (cuadro 1).

Cuadro 1.
Ensayos mds utilizados para detectar o cuantificar el arn del vic®

Principio de

Limite de deteccidn o

(semiautomatico)

Ensayos ensayo SiEeEEr rango lineal (u/mL)
Cualitativos RT-PCR Roche Molecular 50
Amplicor Hev v2.0 (manual) Systems
Versant HCv RNA ™A (amplificacion mediada Bayer Diagnostics 10
Qualitative Assay por la transcripcion)
Umelosa Hev cualitativo RT-PCR ¥ Nested PcR Tecno suma 100
(manual) Internacional S.A.
Cuantitativos Lcx HCV RNA PCR competitiva Abbott Diagnostics 25-2 630 000
Quantitative Assay (semiautomatico)
SuperQuant RT-PCR competitiva National Genetics 30-1 470 000

Institute

Amplicor Hev
Monitor v2.0

RT-PCR competitiva
(manual)

Roche Molecular 600-<500 000

Systems

Cobas Amplicor Hcv
Monitor v2.0

RT-PCR competitiva
(semiautomatico)

Roche Molecular 600-<500 000

Systems

Branched-pna
ADN ramificado

Versant Hcv RNA 3.0
Quantitative Assay

Bayer Diagnostics 615

Cuadro2.
Factor de conversion de las antiguas unidades no estandarizadas de cuantificacion
del arn del vic a ul en ensayos comerciales®

Ensayos cuantitativos

Factor de conversion

Amplicor Hev Monitor v2.0 (manual)

—

ul/mL = 0.9 copies/ml

Cobas Amplicor Monitor v2.0 (semiautomatico)

—_

u/me = 2.7 copies/ml

Versant Hcv RNA 3.0

—_

ui/mL = 5.2 copies/ml

LCX HCV RNA

N

ui/meL = 3.8 copies/ml

SuperQuant

—_

ui/meL = 3.4 copies/ml

La mayorfa de los pacientes con vHc que no han sido tratados
tienen de 50 mil u/mL a 5 millones ui/mL, por lo que las dife-
rencias en el limite de deteccion no son muy importantes.
La Organizacion Mundial de la Salud (oms) y el Insti-
tuto Nacional de Salud (niH) de Estados Unidos han buscado
Cconsenso en cuanto a emitir un estandar internacional de
ARN del vHc para que cada sistema lo evalle y relacione sus
propias unidades con las unidades internacionales (ul), para
de esta manera hacer comparables los resultados que se
obtienen entre los distintos grupos de trabajo® (cuadro 2).

Hasta ahora las pruebas moleculares se habian realizado pa-
ra patogenos individuales y en grupos de individuos de alto
riesgo, pero en la actualidad se han comenzado a desarro-
llar nuevas técnicas para llevar a cabo multiensayos para la
determinacién de diferentes patégenos. Estos multiensayos
utilizan pcr multiple con juegos de cebadores de amplio ran-
go, lo cual abarata su costo y pueden ser utilizados para pes-
quisajes en bancos de sangre, por ejemplo, de Hiv, Hcv y HBY
simultdneamente en un grupo elevado de muestras. A esta
tecnologia se le ha llamado “biochip”, y en el caso de que se
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utilice para estudiar muchas secuencias de acidos nucleicos,
se le denomina “DNA chips” o microarreglos de AbN.”

Métodos para determinar el genotipo

del vHc
El genotipo del virus es una caracteristica intrinseca de la
cadena del vHc trasmitida que no cambia durante la infec-
cién* Se han descrito seis genotipos con variaciones en su
secuencia nucleotidica entre 30 y 50% y mas de 50 subti-
pos (1a, 1b, 2a, etc.) con variaciones entre 15y 30%.78

El método de tipaje del vHC se escogerda segun
la experiencia del laboratorio y el objetivo del tipaje. Para
determinar todos los subtipos y para identificar nuevas se-
cuencias, la metodologia de eleccion serd amplificacion por
PCR seguida de secuenciacion. Sin embargo, en protocolos
de terapia, el objetivo consiste en separar a los pacientes in-
fectados con genotipo 1 de aquellos que padecen cualquier
otro, tarea que puede ser cumplimentada con cualquiera de
los métodos mencionados.®

Se ha demostrado una asociacién entre la infeccién
con el genotipo 1b y enfermedad hepatica mas severa y
agresiva que la producida por otros genotipos.®*'" De ahi
que conocer el genotipo permite predecir la respuesta vi-
rolégica a la terapia, la duracién de la misma, asi como la
dosis a emplear.''® Entre los distintos genotipos del vHc la
secuencia de la region 5" Nc esta relativamente conservada,
y es la que se aplica con mayor frecuencia para el diagnosti-
co por pcr de la infeccién por el vHe. Por el contrario, las se-
cuencias de las regiones Ns3, Nsb y core son mas variables
y, por tanto, se usan con frecuencia para definir y distinguir
entre los genotipos del vHc. Previo al tratamiento, el médico
deberéa determinar tanto el genotipo como la carga viral (es-
pecialmente para el genotipo 1), con el objetivo de proveer
el tratamiento mas efectivo al paciente, ya que existen dife-
rencias en cuanto a la distribucién geografica, la resolucion
de la enfermedad v la respuesta a la terapia entre los dis-
tintos genotipos. Son necesarios métodos de genotipado
confiables, para los que se han desarrollado procedimientos
moleculares y seroldgicos.'™

Determinaciéon molecular del genotipo

del vHc

La prueba de oro (y la méas definitoria) para el genotipaje del
vHC es la secuenciacion directa de las regiones Nsbb y E1 ob-
tenidas por pcr a partir de la muestra del paciente, seguida
de un alineamiento de secuencia con aquéllas de referencia
y estudios filogenéticos.' Otras regiones del genoma viral
a estudiar por este procedimiento son el core, NS5 en su
totalidad y 5’ Nc. Este método es impracticable a gran escala
debido a la complejidad del procedimiento. Aun con la intro-
duccion de los métodos de secuenciacion automatica, que
no requieren de isétopos radiactivos, son pocos los labora-
torios que cuentan con el equipamiento que se necesita pa-
ra realizarlo regularmente. Ademas, la secuenciaciéon del Abn
amplificado no suele identificar infecciones mixtas de dos
genotipos distintos.® El serotipaje tiene ventajas que lo ha-
cen apropiado para grandes estudios epidemiolégicos: bajo
riesgo de contaminacion y sencillez del ensayo; pero carece
de especificidad y sensibilidad, lo cual limita su utilidad.™®
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Otros métodos dependen principalmente de la am-
plificacién de ArRN-vHC de muestras clinicas, seguida de un
proceso de reamplificaciéon con cebadores tipo-especificos,
o hibridacién con sondas tipo-especificas,”'® o por diges-
tion de los productos de pcr con endonucleasas de restric-
cién que reconocen sitios de corte especificos para cada
genotipo.?’ Para este Ultimo método se han empleado las
regiones Nsb y 5’ NC.Z!

En la practica, el genotipaje del vHc se realiza mediante
hibridacion reversa a una sonda oligonucleotidica especifica
para un genotipo, por anélisis de secuenciacion directa o me-
diante analisis de restriccion por la técnica del RrLP (restriction
fragment length polymorphism analysis) 2%

Existen diversos estuches comerciales para la de-
terminacion genotipica del vHc basados en la amplificacién
de la regiéon 5" no codificadora mediante pcr. Uno de ellos
consiste en la secuenciacién directa de los amplicones ob-
tenidos por Pcr, seguida de la comparacién de secuencias
con las ya existentes en base de datos: Trugene Hcv 5" NC
Genotyping (Visible Genetics, Toronto, Ontario, Canadéa).?* El
otro se basa en la hibridacion reversa de los amplicones ob-
tenidos por pcr a una membrana de nitrocelulosa recubierta
por sondas oligonucleotidicas especificas para genotipo, y
posterior revelado colorimétrico de los hibridos: INNO-LiPA HCv
Il (Innogenetics, Gante, Bélgica).?*?® Estos dos estuches que
describimos identifican los seis genotipos y un gran nimero
de subtipos, el INNo-LiPa distingue los subtipos 1a, 1b, 2a al
2c, 3aal 3c, 4a al 4h, bay 6a.%®

Otro método usado es el 1300 Hepatitis ¢ Genoty-
ping (hcva) de ViraCor Laboratories, que permite la distin-
cion entre los genotipos 1a, 1b, 2a, 2b, 3, 4, 5y 6 a través
de un ensayo de pcr en tiempo real a partir del ARN-VHC. Se
extrae el acido nucleico del plasma y se realiza una RT-PcR al
ARN diana. Los genotipos del 1 al 6 se detectan mediante la
utilizacién de oligonucledtidos cebadores y sondas especifi-
cos para los distintos genotipos, aplicando la técnica de pcr
en tiempo real (Tag-Man®).?®

En 2005 Roche Molecular Systems (Branchburg, NJ,
Estados Unidos) lanzé el estuche Linear Array Hcv Geno-
typing Test para la determinacion del genotipo del vHc. Se
basa en la amplificacion por RT-PcrR del ARN objetivo para ge-
nerar ADNC, hibridacion de los amplicones con sondas oligo-
nucleotidicas que permiten la identificacion independiente
de los seis genotipos del vHc vy finaliza con la deteccion de
los productos amplificados fijados a las sondas mediante
determinacién colorimétrica.?

Todos estos métodos son capaces de identificar co-
rrectamente los principales grupos genotipicos, pero sélo
la secuenciacién nucleotidica directa permite discernir efi-
cientemente entre los subtipos. En general todos se basan
en la técnica de la pcr: caros, de larga duracién y requieren
de equipamiento especializado para ser ejecutados con pre-
cision y sin contaminaciones. Su fiabilidad se afecta por la
pérdida del ArRN del suero o plasma debido a un mal manejo
en el laboratorio o durante el almacenamiento, o si estaba
ausente de la circulacion durante la colecta de la muestra.
Sus ventajas incluyen su alta confiabilidad si se realiza con
precision, asi como la capacidad para brindar informacion
relevante para la patogénesis molecular del vHc.'®
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Determinacion seroldgica del genotipo

del vHc
Los anticuerpos especificos para el genotipo pueden em-
plearse como marcadores indirectos del genotipo del vHc.?’
Entre los métodos comerciales disponibles se encuentra el
riBA siA (Chiron Corporation, Emeryville, California, Estados
Unidos), que contiene secuencias peptidicas especificas
para serotipos: cinco provenientes de la region nsd y dos
de la regién core de los genomas del vHc de los genotipos
1,2y32

Un método de serotipaje basado en Ela competitivo
es el estuche Murex Hcv Genotyping 1-6 Assay (Murex Diag-
nostics, Dartford, Reino Unido). Detecta anticuerpos espe-
cificos para genotipos dirigidos a los epitopos codificados
por la region ns4 de los genomas de los seis genotipos (1-6).
Permite obtener resultados interpretables en el 90% de los
pacientes inmunocompetentes con hepatitis ¢ crénica, aun-
que su sensibilidad es baja en pacientes hemodializados o
inmunodeprimidos.?°

Se ha observado concordancia entre ambos mé-
todos (mayor de 96% para los genotipos 1-3) y con los
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métodos de genotipaje molecular, pero la fiabilidad del se-
rotipaje puede variar de acuerdo con la distribucién de los
genotipos en un area geogréfica especifica.®!

Interpretacion de las pruebas de
diagndstico y seguimiento del virus c
de la hepatitis

La interpretacién de las pruebas de hepatitis ¢ depende
de la sensibilidad y la especificidad de las técnicas que se
utilicen en el diagnéstico. Estas, a su vez, dependen de la
prevalencia de la infeccién en la poblacién de estudio, asi,
por ejemplo, la mayoria de los pacientes de bajo riesgo con
ELISA pOsitivo, pero RIBA negativo, no son virémicos, y por
tanto no presentan infeccion por el vHc.®? En el cuadro 3 se
muestran algunos ejemplos.

En pacientes con resolucién espontanea de la infec-
cién la respuesta anti-vHc puede persistir a lo largo de la vida,
o disminuir ligeramente mientras permanece detectable,
siendo simplemente portadores de una huella seroldgica,
o desaparecer de forma gradual después de varios afos.*

Cuadro 3.
Interpretacion de las pruebas de hepatitis c32
Anti-vHc RIBA ARN-VHC Posibles interpretaciones
Negativo Negativo Negativo No hay infeccién
Positivo Positivo Positivo Hay infeccién por vHc
Infeccion resuelta
Positivo Positivo Negativo Paciente tratado, ARN por debajo de los limites de deteccion
(verificado con pcr cualitativa de ARN-VHC)
Positivo Negativo Negativo Falso positivo a anti-vHc (<1%)
Negativo Neqati Positi Infeccion presente
egativo ostivo (en general en pacientes inmunodeprimidos o hemodializados)
Infeccién aguda, periodo de ventana de anticuerpos
Falso positivo o contaminacion del ensayo de ARN-VHC

Pruebas seroldgicas en personas

asinfomdaticas

Las pruebas para detectar la infeccién por vHc en personas
asintomaticas pueden traer varios beneficios, incluida la
evaluacién de una posible enfermedad hepética crénica y la
instauracion del tratamiento correspondiente. El resultado
de las pruebas permite, a su vez, emitir consejos por par-
te de los profesionales para evitar el uso del alcohol y de
medicamentos hepatotdxicos, los cuales podrian acelerar la
evolucién del dano hepatico.

Se deben considerar diversas cuestiones al selec-
cionar a las personas para las pruebas. Es posible que
los pacientes no cambien sus préacticas de alto riesgo o
el consumo de alcohol basédndose en el conocimiento de
los resultados de sus pruebas, no se sabe si el tratamiento
de pacientes infectados por el vHc asintométicos da como
resultado una menor morbilidad o una supervivencia mas

prolongada. Ademés, las pruebas de deteccion de la infec-
cion por el vHe pueden causar una ansiedad considerable,
porque la divulgacion de los resultados de las pruebas a
otras personas puede resultar en relaciones personales
interrumpidas. En estos casos se debe informar a los pa-
cientes que se realizardn pruebas de infeccién por vHc, que
los resultados seran confidenciales y se ofreceré el aseso-
ramiento y la derivacién adecuados si los resultados son
positivos.
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