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Resumen

A mas de una década del descubrimiento del virus de la hepa-
titis C (VHC), se han desarrollado toda una variedad de prue-
bas para su diagndstico. En el presente trabajo se presentan
los datos disponibles sobre la confiabilidad y aplicabilidad de
las pruebas diagnésticas.

Introduccion

| agente que origina la hepatitis C es un vi-
rus ARN perteneciente a la familia Flaviviri-

dae. Puede agruparse al menos en seis genotipos
(1-6) y mas de 50 subtipos.' Desde el descubri-
miento del virus de la hepatitis C (VHC) en 1989,
mucho se ha descrito acerca de su epidemiologia
y patogénesis.’

Caract_eristig:as
epidemioldgicas

La infeccién con VHC representa una pandemia
viral, ya que se ha estimado en 200 millones de
individuos afectados alrededor del mundo (un to-
tal de 130 paises han reportado infeccién con VHC)
con rangos de prevalencia en la poblacién general
de | a 14% (Estados Unidos |.8%, México de 0.3

Abstract

After more than a decade, since the initial description of
hepatitis C virus (VHC), a wide range of diagnostic test have
been described. In this document available date are presented
according on diagnostic test’s reliability and applicability.

a 1.5%).3* La viremia persistente esta presente en
mas de 80% de los casos (aproximadamente tres
de cada cuatro personas seropositivas),* de los
cuales 50 a 70% presentaran enfermedad hepati-
ca crénicay 15 a 20% desarrollaran cirrosis hepa-
tica en los siguientes 20 afos (figura ).**> Cirrosis
es un prerrequisito para el desarrollo de carcino-
ma hepatocelular relacionada con VHC, lo cual
ocurre en un rango de 2 a 3%.¢

Los factores de riesgo asociados con la infec-
cién es posible determinarlos en 57% de los ca-
sos. Los factores que han mostrado fuerte aso-
ciacién son:*

a) Uso de drogas intravenosas (80%).**

b) Receptores de transfusiones sanguineas
(10.8%) antes de 1990. Debido a la introduc-
cién de medidas de tamizaje sanguineo, el ries-
go de infecciéon de VHC por esta via ha dismi-
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Figura I. La historia natural de la infeccién por virus de la hepatitis C (VHC) y su variabilidad de persona a persona. El curso de la
infeccién varia ampliamente entre sujetos. Los factores que reducen el riesgo de progresion incluyen: sexo femenino y edad
temprana al momento de adquirir la infeccién. Los factores que incrementan el riesgo incluyen: consumo de alcohol, edad tardia
al momento de infectarse, sexo masculino y coinfeccién con otros virus. Los pacientes con riesgo favorable a menudo no tienen
enfermedad hepética progresiva hasta 30 o mas afios después de la infecciéon. En contraste, 20% de los pacientes con hepatitis C
crénica eventualmente desarrollaran cirrosis, y esto puede ocurrir 20 afilos 0 menos posterior a la infeccién, especialmente en
aquellos pacientes que ingieren alcohol o coinfectados con VIH-1 o con virus de hepatitis B. Una vez que la cirrosis se establece, el
riesgo de carcinoma hepatocelular es de 1-4% por afio. Tomado y traducido de: N Engl | Med 2001; 345 (1): 41-52.

nuido (se ha estimado en | por cada 100,000
unidades). De acuerdo con la Secretaria de Sa-
lud en México, la prevalencia de VHC en
donadores durante los anos 1999 a 2002 tuvo
un rango de 0.68 a 0.80%. Otras rutas
parenterales incluyen trasplante de érganos y
tatuajes.

c) Transmisién de tipo vertical. Es infrecuente y de
bajo riesgo (menos de 6% de los nifios de ma-
dres VHC positivas), y generalmente estd aso-
ciada con coinfeccién con VIH-1 en la madre.*

d) Via sexual. Parece ser un medio ineficiente en
comparacién con la infeccién con VIH-1. Sin
embargo, al igual que en el caso anterior, la
coinfeccién con VIH-1 incrementan el riesgo
de la transmisién por esta via.**

e) Transmisién nosocomial. Ha sido documenta-
da e incluye infeccién de paciente a paciente,
por colonoscopia, didlisis y durante cirugia. La
prevalencia de infeccién por VHC no es mas
alta entre los trabajadores de la salud que en el
resto de la poblacién; las lesiones con agujas
son la forma mas comdn de transmisién

nosocomial del virus. Se ha estimado los ries-
gos comparativos de transmisién por lesiones
con agujas de los siguientes tres virus: VHB es
transmitido en 30% de las exposiciones, VHC
en 3% (1.8%; CDC 1997), y VIH-1 en 0.3%.
Estos nimeros estan influenciados por el ta-
mano y profundidad del inéculo, asi como por
el calibre de la aguja.*

En algunos casos no se puede identificar la causa.**

Caracteristicas del virus

Es un virus ARN perteneciente a la familia Flavi-
virus. Esta relacionado estrechamente con otros
virus de esta familia, como son los virus de la
hepatitis G, fiebre amarilla y dengue. El objeti-
vo natural del VHC son los hepatocitos y, posi-
blemente, los linfocitos B. La replicacion viral
es extremadamente «robusta» y se ha estima-
do que mas de 10 trillones de viriones son pro-
ducidos por dia en la fase crénica de la infec-
cién. La replicaciéon ocurre mediante ARN
dependiente de ARN polimerasa. El VHC codi-
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Figura 2. El genoma del virus de la hepatitis C (VHC) y expresién de poliproteinas. VHC, una simple cadena de ARN viral de 9.5
Kb, consistente de una simple estructura abierta de lectura y dos regiones intraducibles (UTRs). Esto codifica una poliproteina de
aproximadamente 3,000 aminoacidos, que estan partidas dentro de proteinas simples por una sefal interna peptidasa en la regién
estructural y que codifica proteasas del VHC en la regién no estructural (NS). La regién estructural contiene la proteina core y dos
proteinas de envoltura (El y E2). Dos regiones en E2, denominadas regiones hipervariables | y 2 (HVR | y HVR 2), muestran
extrema variabilidad de secuencias, resultado de la presién selectiva por anticuerpos virus-especificos. E2 también contiene los
sitios de unién para CD81, el receptor o correceptor putativo del VHC. Las proteinas no estructurales tienen asignadas funciones
como proteasas (en el caso de NS2, NS3 y NS4A), helicasa (en el caso de NS3), y ARN dependiente de ARN-polimerasa (NS5B).
Aunque la estructura de cristal de NS3 y NS5 es conocida, la funcién y propiedades de otras proteinas (como la p7) estan menos
caracterizadas. Una regién en NS5A ha sido vinculada a la respuesta a la terapia con interferén alfa denominandola region
determinante de sensibilidad a interferén (ISDR). Sin embargo, la relevancia e importancia de esta regién es incierta. Tomado y

traducido de: N Engl | Med 2001; 345 (1): 41-52.

fica una simple poliproteina de 3,01 | aminoaci-
dos, los cuales son procesados en |0 proteinas
estructurales y reguladoras. Los componentes
estructurales incluyen el core y dos proteinas
de envoltura (figura 2). Dos regiones de la pro-
teina de envoltura E2, denominadas regiones
hipervariables | y 2, tienen un extremado ran-
go de mutacién, que se cree son resultado de
la presién selectiva por anticuerpos virus-es-
pecifico. E2 también contiene los sitios de uniéon
de los CD8I expresados por los hepatocitos y
linfocitos B.*

Seis genotipos del VHC, distintos pero rela-
cionados, y multiples subtipos han sido identifi-
cados con base en modelos moleculares. Los ge-
notipos lay |b, seguidos del 2 y 3, son comunes
en Estados Unidos y Europa Occidental; el ge-

notipo 4 es comun en Egipto, el 5 en Sudafrica y
el 6 en el Sudeste de Asia. El conocimiento del
genotipo es importante por su valor predictivo
en términos de respuesta a la terapia antiviral,
con mejores respuestas asociadas con los geno-
tipos 2 y 3 que con el genotipo 1.*

Diagnostico de laboratorio

La infecciéon con VHC es poco diagnosticada du-
rante la fase aguda de la infeccién. Las manifesta-
ciones clinicas pueden ocurrir entre las semanas
siete y ocho (rango: dos a 26) después de la ex-
posicion al VHC, pero la mayoria de las perso-
nas no presentan sintomas o sélo sintomas le-
ves. La hepatitis fulminante ha sido descrita en
este periodo. En casos en los cuales han sido
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Figura 3. Esquema del comportamiento durante el tiempo del ARN del virus de la hepatitis C (VHC), antigeno core del VHC y
anticuerpos anti-VHC en pacientes con A) hepatitis C aguda, espontaneamente resuelta y B) infecciéon de evolucion crénica.
Recuadros sin rellenar significa ausencia del marcador, recuadros rellenos significa presencia del marcador. Niveles de alanino
aminotransferasa (ALT) se representan en las figuras triangulares. Tomado y modificado de: Hepatology 2002; 36: S65-S73.

descritos sintomas de hepatitis aguda, usualmente
consisten en: ictericia, malestar general y nau-
sea. La infeccién se convierte en crénica en la
mayoria de casos y tipicamente se caracteriza
por un periodo prolongado libre de sintomas.
Se ha estimado que 74 a 86% de las personas
tienen viremia persistente. Por lo tanto, una es-
trategia ideal de pruebas debe identificar correc-
tamente un individuo infectado (seroestatus)
como también a individuos actualmente infecta-
dos (estatus viral).*’

En paises desarrollados, la introduccién de tec-
nologias que utilizan acidos nucleicos se encuen-
tran disponibles para detectar enfermedad infec-
tante en donadores de sangre, pudiendo reducir
este riesgo a casi cero por acortamiento del pe-
riodo de ventana; sin embargo, el inconveniente
de éstas es su elevado costo. Por citar un ejem-
plo, datos epidemiolégicos en Francia, indican que
la prevencién de la infeccién por VHC mediante
la utilizacién de estas técnicas puede tener un cos-
to cercano a |.2 millones de euros. Inmunoensa-
yos enzimaticos (EIA, por sus siglas en inglés) son
utilizados en 80% de los bancos de sangre, y en
20% se utilizan técnicas de hemoaglutinacién in-
directa. En cuanto a lo concerniente a las pruebas

confirmatorias, los ensayos recombinantes inmu-
noblot son los mas utilizados.®

Cuatro marcadores virolégicos de infeccién por
VHC pueden ser utilizados en el manejo de pacien-
tes infectados, denominados: a) Genotipo del VHC,
b) ARN del VHC, ¢) antigeno core de VHC y d)
anticuerpos anti-VHC. La cinética de estos marca-
dores durante la resoluciéon espontanea aguda y
hepatitis C crénica se muestra en la figura 3.°

El diagndstico virolégico y el monitoreo de la
infecciéon por virus de la hepatitis C se basa en
dos categorias de pruebas de laboratorio:

A.Ensayos serolédgicos de deteccién de anticuer-
pos especificos contra VHC (anti-VHC o prue-
bas indirectas) en las que se utilizan métodos
inmunolégicos.**

B. Pruebas que pueden detectar, cuantificar o ca-
racterizar los componentes de las particulas
virales de VHC, como son ARN del VHC y
antigeno «core» o central (pruebas directas) **.

Pruebas virolégicas directas e indirectas jue-
gan un papel en el diagnéstico, decisién tera-
péutica, y evaluacion viroldgica en respuesta al
tratamiento.'?'°
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Técnicas virologicas

A. Técnicas inmunolégicas: El descubrimiento
del VHC permitié el desarrollo de ensayos diag-
noésticos basados en anticuerpos dirigidos contra
péptidos virales recombinantes. Estas pruebas
utilizan técnicas inmunoenzimaticas y se usan am-
pliamente para detectar y, algunas veces, cuantifi-
car anticuerpos especificos en liquidos corpora-
les. El periodo de ventana entre la infeccién con
VHC y la deteccién de anticuerpos especificos
varia de paciente a paciente. Con los ensayos ac-
tuales, la seroconversién ocurre en promedio de
siete a ocho semanas antes de manifestarse la in-
feccion. Los anticuerpos anti-VHC pueden per-
sistir a lo largo de la vida, decrecer o gradual-
mente desaparecer después de muchos afos.
Estos anticuerpos persisten indefinidamente en
pacientes que desarrollan infeccién crénica. Apa-
rente serorreversién y/o seroconversion puede
ocurrir en pacientes inmunodeprimidos, en quie-
nes la presencia de la infeccién esta confirmada
por la persistencia del ARN del VHC. Las princi-
pales pruebas incluyen: inmunoensayo enzimati-
co e inmunoblot.'?!°

I. Inmunoensayo enzimdtico (ensayo seroldgico
diagnéstico): La mayor parte de las pruebas de
laboratorio emplea ensayos enzimaticos inmu-
noabsorbentes (EIA) (cominmente denominados
ELISA). Constituye una prueba barata con relati-
va buena sensibilidad y especificidad. El tamizaje
para la infeccién por VHC tipicamente comien-
za con la medicién de anticuerpos dirigidos con-
tra proteinas virales mediante anticuerpos séri-
cos o plasmaticos o antigenos virales, los cuales
son captados sobre pozos de placas microtitu-
ladas, utilizando su correspondiente antigeno o
anticuerpo especifico (generalmente monoclo-
nal), respectivamente. Los complejos antigeno-
anticuerpo son revelados en una reaccién enzi-
matica colorimétrica. Posteriormente son
«leidos» en un espectrofotémetro; el resultado
se expresa como el radio de la densidad éptica

de la muestra®, es decir, el resultado es inter-
pretado por la comparacién de las lecturas de
absorbancia con un valor de corte definido. De-
bido a que esta absorbancia provee un resultado
cuantitativo, usualmente se reporta la prueba
como positiva o negativa.” Recientemente, algu-
nos investigadores han defendido el dividir la
densidad optica en tres niveles: positivo alto,
positivo bajo y negativo. Muestras positivo alto
pueden ser designadas claramente como positi-
vas con poca probabilidad de presentarse falsos
positivos. Muestras reportadas como positivo
bajo requieren la realizacién de pruebas confir-
matorias. Sin embargo, existe un lapso en el cual
no se detecta una prueba positiva, aun cuando el
individuo esté infectado; lo cual ocurre cuando
la infeccidn ha sido adquirida recientemente. A
este lapso se le conoce como «periodo de ven-
tana». La extensiéon de los periodos de ventana
para las pruebas de escrutinio actuales reporta-
das en la literatura es de 66 dias (38-94 dias)
para anti-VHC con EIA de tercera generacién.”'

Durante el decenio anterior se desarrollaron
tres generaciones de EIA para la deteccién de
anti-VHC. El uso de la primera generacién de
estos ensayos fue autorizado por la Food and Drug
Administration (FDA) en 1990, incorporaban un
antigeno «fusionado» de superéxido dismutasa
humana (SOD) y un polipéptido del VHC (C100-
3) obtenido de la regién no estructural NS4 del
genoma viral. Esta prueba aporté dos importan-
tes avances en el conocimiento de la infeccién
por VHC: permitié la deteccién de anticuerpos
contra el virus en donadores de sangre y posibi-
litd establecer el diagnéstico de lo que hasta en-
tonces se conocia como hepatitis no-A, no-B.
Esta primera generacién de ensayos carecian de
sensibilidad y especificidad, debido a numero-
sos resultados falsos positivos en poblaciones de
bajo riesgo, debido probablemente a uniones
inespecificas entre inmunoglobulinas plasmaticas
o a contaminantes presentes en las preparacio-
nes de antigenos, que fusionan partes inespecifi-
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cas de los antigenos recombinantes o agentes blo-
queadores.'%'2

La segunda generacién se desarrollé en 1992,
incorporando antigenos de la nucleocapside (C22)
y regién genémica NS3 (C33). Estas pruebas son
mas sensibles y especificas que las de la primera
generacién. Esta segunda generacién permitié
acortar el periodo de ventana de la deteccién de
anti-VHC con respecto a la primera generacién
de 16 a 10 semanas. Los resultados falsos positi-
vos de estas Ultimas casi se limitaron a poblacio-
nes de bajo riesgo, mientras que los resultados
falsos negativos pueden obtenerse en dos circuns-
tancias particulares: |) el periodo de ventana que
prosigue a la infeccion aguda, 2) poblaciones de
pacientes inmunocomprometidos que no gene-
ran anticuerpos detectables aun después de va-
rios afios de estar infectados.'*'?

La tercera generacién de estos ensayos se in-
trodujeron incorporando antigenos putativos de
la nucleocapside: regiones NS3, NS4 y NS5, la
cual sustituyé la proteina 5-1-1 utilizada en las
generaciones anteriores. Esta generacién presen-
ta una sensibilidad y especificidad de 97 a 99%
en poblacién de alto riesgo y han «acortado» el
tiempo medio de la seroconversién de dos a tres
semanas."'%'?

Hoy en dia, los laboratorios utilizan EIA de
segunda y tercera generaciéon.>? Anti-VHC falso-
positivo son raros debido a que los pacientes a
quienes se les realiza este estudio de forma ini-
cial tienen evidencia de enfermedad hepatica; sin
embargo, diversos estudios en los que se ha uti-
lizado EIA de segunda y tercera generacién han
demostrado que muestras con valores de ab-
sorbancia justamente por encima del valor de
corte tienen una probabilidad significativamente
alta de presentar resultados falsos-positivos com-
parados con aquéllos con valores elevados.'*'
En poblacién de alto riesgo, 70 a 100% de los
EIA de segunda generacién resultan verdaderos
positivos, y menos de 50% de los EIA repetida-
mente reactivos son verdaderos positivos en

Barba EJR. La hepatitis C y el laboratorio clinico

poblacién de bajo riesgo. Una explicacién para
estos «presumibles» EIA falsamente positivos es
la presencia de anticuerpos contra el superéxi-
do dismutasa, el cual se encuentra relacionado
con el antigeno C100-3 del VHC utilizado en
estos ensayos.'? La vacunacién antiinfluenza puede
causar resultados falsos-positivos para anti-VHC
y otras pruebas seroldgicas.'*!”

Un EIA positivo en un paciente con enferme-
dad hepatica crénica es suficiente para el diag-
néstico de infeccién con VHC y una prueba con-
firmatoria de anticuerpos puede no ser necesaria.
Para este tipo de pacientes se sugiere realizar
prueba confirmatoria sérica con PCR para ARN
del VHC.'¢

2. Enzimoinmunoensayo de microparticulas de
tercera generacion (MEIA): Esta prueba permite
detectar anticuerpos contra las proteinas estruc-
turales y no estructurales del virus (HCr43,
c200, c100, NS5 recombinantes). Es una prue-
ba de fase sélida, en cuya fase final un anticuerpo
acoplado a una enzima actla sobre un sustrato y
origina un producto fluorescente. Se mide la fluo-
rescencia que la reaccién enzimatica produce y
es proporcional a la cantidad de anticuerpos uni-
dos.'? En pacientes con desérdenes inmunolégi-
cos que pueden contribuir a una respuesta de
anticuerpos baja o ausente como se ha observa-
do en pacientes en hemodialisis, puede contri-
buir a falsos negativos en estas pruebas. Reacti-
vidad baja de un MEIA puede ser causada por
anticuerpos contra los microorganismos utili-
zados para la clonacién y expresién. De esta
manera, ha sido descrito que los péptidos sin-
téticos son mas especificos; sin embargo, pro-
porcionan menor sensibilidad. Altos niveles de
inmunoglobulina G puede conducir a la unién
no especifica del fragmento Fc de la fase sélida,
resultando en reactividad falsa en la prueba. Por
lo tanto, altos rangos de reactividad se encuen-
tran en pacientes con artritis reumatoide, enfer-
medad de Sjogren, hepatitis autoinmune, cirro-
sis biliar primaria o crioglobulinemia mixta.'®

Rev Mex Patol Clin, Vol. 55, Num. 4, pp 187-200 ¢ Octubre - Diciembre, 2008



Barba EJR. La hepatitis C y el laboratorio clinico

3. Deteccion y cuantificacion del antigeno core:
La capside icosaédrica del VHC est4 formada por
la polimerizacién de la proteina core del VHC,
una fosfoproteina estructural compuesta de los
primeros 191 aminoacidos de la poliproteina vi-
ral. Nuevas técnicas de EIA permiten detectar el
antigeno central o core en muestras bioldgicas.
Estas pruebas demostraron un alto grado de con-
cordancia con los resultados obtenidos mediante
PCR vy, por lo tanto, pueden utilizarse como un
marcador de replicacién viral.>'0

Varios estudios demostraron que el antigeno
central puede detectarse uno a dos dias después
del ARN del VHC durante el periodo previo a la
seroconversién. La titulacién del antigeno core
del VHC correlaciona estrechamente con los
niveles de ARN del VHC vy, por lo tanto, puede
ser utilizado como un marcador subrogado de
replicacién viral. Un estudio reciente compro-
bé que un picogramo/mL de antigeno central es
equivalente, en promedio, a 8,000 Ul/mL de
ARN del VHC.*'°

4. Inmunoblot (ensayo confirmatorio): Las
pruebas que mas se utilizan para confirmar una
prueba EIA positiva para VHC incluyen Recom-
binant Immunoblot Assay (RIBA) y Line Immu-
noassay (LIA-TEK), también detectan anticuer-
pos especificos, pero utilizando antigenos del
VHC inmovilizados sobre una faja de nitrocelu-
losa desvestida en lugar de la placa microtitula-
da. Se consideran una prueba mas cara y con
mejor especificidad comparado con el EIA, pero
existen pocos datos acerca de su sensibilidad.
Los resultados pueden ser positivos, indeter-
minados o negativos y la interpretacién depen-
de del tipo y la versién del ensayo, asi como de
los criterios del fabricante. La reaccién positi-
va se caracteriza por la aparicién de bandas
coloreadas de posicién especifica, requiriéndo-
se por lo menos la presencia de dos bandas
reactivas. La interpretacién de la prueba puede
ser visual o automatizada.” Uno de los proble-
mas de la utilizacién de esta metodologia es la

interpretacion de resultados indeterminados sin
deteccion de VHC-ARN, ya que estd demos-
trado que los individuos que sélo poseen reac-
tividad contra C100-3 o contra 5-1-1 rara vez
son virémicos.”'%"7

Un primer ensayo inmunoblot recombinante
(RIBA-100) fue desarrollado inmovilizando se-
paradamente los antigenos CI100-3, 5-1-1, y
SOD. La segunda generacién fue desarrollada con
antigenos provenientes de la nucleocapside (C22)
y NS3 (C33) en adicién a CI00-3 y 5-1-1. Di-
versos estudios han sugerido que esta segunda
generacién de pruebas detecta tempranamente
la infecciéon con VHC en casos agudos y son mas
frecuentemente positivos en casos crénicos. Un
RIBA de segunda generacién positivo esta aso-
ciado con viremia con VHC por PCR en 88-98%
de los casos.'®

Una prueba RIBA positiva est4 asociada a reac-
tividad con dos o mas de los antigenos y, en la
mayoria de los casos (63%), se detecta reacti-
vidad a los cuatro antigenos. Un resultado inde-
terminado muestra reactividad para alguno de
los antigenos. Diversos estudios han mostrado
que la reactividad con C100-3 o 5-1-1 raramen-
te esta asociada con positividad a PCR y puede
ser considerada como resultado falso positivo.
La mayoria de los pacientes con sélo anticuer-
pos contra c33 y cerca de la mitad de aquéllos
con anticuerpos contra c22 seran PCR positivos
y, por lo tanto, representan resultados verdade-
ramente positivos®.

La tercera generacién de ensayos RIBA ha sido
desarrollada incorporando ¢22 y c100-3 sintéti-
cos, c33 recombinante y un antigeno NS5 recom-
binante. Esta generacién ha mostrado ser positi-
va en muchos de los casos RIBA de segunda
generacién indeterminados y se correlaciona con
viremia de VHC. Resultados indeterminados han
sido observados con ARN de VHC detectados
en 58% de los casos. Estos pacientes pueden ser
evaluados por la evidencia de la replicacién viral y
enfermedad hepatica.''
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B. Técnicas de biologia molecular:® Estas
técnicas son utilizadas para la deteccién y cuanti-
ficacion del genoma viral (viremia) en fluidos cor-
porales por medio de métodos de amplificacién
(de blanco y de senal). Constituye un indice di-
recto de la replicacién del VHC y confirma la pre-
sencia de infeccién activa. Las secuencias de ge-
noma viral pueden también ser analizadas para
propésitos de genotipificaciéon, mas frecuente-
mente por medio de una secuenciacién directa o
hibridacién inversa.’

|. Técnicas de amplificacion de blanco: Un gran
numero de copias del genoma viral (amplicons)
son amplificadas en una reaccién enzimatica ci-
clica. Los amplicons pueden entonces ser detec-
tados con varios métodos, y la cantidad de ge-
noma viral en muestras clinicas pueden ser
cuantificados.’

El método de laboratorio mas sensible para
esta determinacion es la prueba de amplificacién
de 4cidos nucleicos mediante la reaccién en cade-
na de la polimerasa, a través de una transcripcién
inversa (PCR-RT, por sus siglas en inglés). Este
método utiliza diferentes temperaturas y una en-
zima (ADN polimerasa termoestable). La detec-
cién inicial de VHC por PCR utiliza primers deri-
vados de regiones heterogéneas no estructurales
del virus. La sensibilidad de estos ensayos est4 en
el rango 500-1,000 equivalentes/mL o de 100
moléculas/mL de suero.'®

Para lograr estas condiciones, es necesario se-
parar el plasma o suero de la sangre entera en
las cuatro horas posteriores a la extraccién, se-
guida de una rapida conservacién de la muestra
a-70°C. Una vez aislado el ARN viral, debe con-
vertirse en ADN complementario (ADNc) y
después amplificarse mediante una polimerasa
bacteriana. Es necesario mantener cada una de
las etapas del proceso fisicamente separadas: la
extraccién, la amplificacién y la deteccién de los
acidos nucleicos.'®

Varias posibilidades deben considerarse ante la
presencia de anticuerpos anti-VHC y una prueba
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de ARN no detectable: 1) infeccidon crénica con
niveles fluctuantes de ARN del VHC, 2) curacién
después de una infeccién con VHC, 3) supresién
de la replicacién mediante tratamiento antiviral,
4) una prueba EIA con resultado falso positivo y
5) un falso negativo de la PCR o niveles de ARN
por debajo del limite de deteccién.'”

Las causas de un anti-VHC negativo y ARN
positivo pueden ser: |) periodo de ventana du-
rante la infeccién aguda, 2) seronegatividad por
deficiencia inmunitaria o inmunosupresién y 3) falso
negativo de la prueba de EIA o falso positivo de la
prueba de PCR."

2. Pruebas cuantitativas para la deteccién del
ARN del VHC: La presencia de ARN de VHC en
sangre periférica es un marcador fiable de re-
plicacién activa de VHC, la cual se lleva a cabo
principalmente en el higado. El genoma es de-
tectable en suero dentro de una o dos semanas
después de la infeccidn. Este generalmente se
incrementa alcanzando picos, antes de desapa-
recer cuando la infeccién se resuelve esponta-
neamente. En contraste, en muchos pacientes
que progresan a infeccién crénica, el decremen-
to del ARN del VHC es gradualmente lento, en-
tonces se estabiliza; ocasionalmente, sin embar-
go, ARN del VHC puede ser indetectable pocos
dias o semanas antes de reaparecer, alcanzan-
do una meseta. Los niveles del ARN del VHC
son estables durante el tiempo en que el pa-
ciente presenta infeccion crénica. Se ha esti-
mado que la vida media de los viriones del VHC
en la circulacién general es del orden de tres
horas y la produccién viral es de 10'? viriones
por dia. La medicién de la cantidad de ARN del
VHC presente en el suero o el plasma de un
paciente infectado se denomina carga viral. Los
niveles del ARN viral no son afectados por la
severidad de la afectacién hepatica, excepto en
pacientes que presentan enfermedad hepdtica
terminal.®'0

Los métodos que se utilizan para medir la car-
ga viral son:>'
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* Amplificacion del ARN del VHC mediante PCR-
RTS,IO

* Amplificacién de la sefial mediante cadenas ra-
mificadas de ADN (DNAb): esta técnica con-
siste en una combinacién de oligonucleétidos
sintéticos usados como sondas que se pegan y
miden las cantidades de ARN viral presente en
la muestra en estudio. El acido nucleico del vi-
rus se captura en una fase sélida mediante son-
das sintéticas. Otras sondas se pegan a la se-
cuencia blanco y entre si de manera secuencial
e incluyen sondas amplificadoras ramificadas de
ADN. Por ultimo, multiples copias de sondas
marcadas con fosfatasa alcalina se hibridizan con
cada sonda amplificadora en el complejo inmo-
vilizado. La adicién de un sustrato quimiolumi-
niscente cortado por la fosfatasa alcalina per-
mite la emisién de luz en forma proporcional a
la cantidad de la secuencia blanco en la muestra
en cuestién.*'°

* Amplificacién basada en la secuencia del 4cido
nucleico. Consiste en una amplificaciéon
isotérmica del ARN del VHC mediante tres
enzimas activas a 4| °C: AMV-RT, ARN-asa H
y T7 ARN polimerasa.®'°

La Organizacién Mundial de la Salud estandari-
z6 las unidades de cuantificacion del ARN del VHC;
como resultado, todos los ensayos cuantitativos
expresan la carga viral en Ul/mL. El valor de cor-
te de deteccidén de las pruebas de uso convencio-
nal varia entre 30 y 615 Ul/mL; el valor superior
de deteccién oscila entre 500,000 y 7°700,000
Ul/mL.>'°

3. PCR en tiempo real para deteccién y cuanti-
ficacion del ARN del VHC: Este procedimiento
permite amplificar y detectar la secuencia de
acido nucleico en un tubo Unico y un colorante
fluorescente adosado a una sonda especifica para
VHC, permitiendo la detecciéon del ARN viral
generado por la amplificaciéon. Cada ciclo suce-
sivo de amplificacién exponencial del producto
de PCR produce ademas una amplificaciéon ex-

ponencial de la intensidad del producto fluores-
cente, que un detector lee en tiempo real. Algu-
nas ventajas de esta técnica son: |) no requiere
un gel de agarosa para detectar el producto de
la amplificacién, 2) posee una especificidad in-
crementada porque la prueba utiliza cebadores
especificos ademas de una sonda especifica, 3)
excelente reproducibilidad, 4) todos los genoti-
pos del VHC pueden amplificarse con la misma
eficiencia y 5) permite cuantificar la carga viral.
La utilizacién de esta técnica permite ademas la
deteccién de las cadenas negativas y permite
evaluar el cociente entre la cadena positiva y ne-
gativa, lo que constituye un importante indica-
dor de la replicacién intrahepatica.'”

4. Deteccioén cudlitativa de ARN del VHC: Los
ensayos de deteccién cualitativa de ARN del VHC
son significativamente mas sensibles comparados
con muchos de los ensayos cuantitativos disponi-
bles. Su principio se basa en la amplificacién blan-
co, utilizando cualquiera de los dos métodos PCR
o amplificacién mediada por transcripciéon (TMA
por sus siglas en inglés). La especificidad de este
método es de 98-99%°.

C. Determinacion de genotipos del VHC
(genotipificacion): Constituye una caracteristica
intrinseca de la transmision del VHC y no cambia
durante el curso de la infeccién. El «estandar de
oro» para la genotipificaciéon es la secuenciacién di-
recta de la regiéon NS5B 6 El. La diversidad del
genoma del VHC permite clasificarlo en genotipos,
subtipos y cuasiespecies. El arbol filogenético esta
constituido por seis genotipos mayores (designa-
dos del | al 6) y numerosos subtipos (designados
con letra a, b, ¢, d, e, f, g; por ejemplo: la, Ib, Ic,
etcétera). Los errores de tipificacion son poco
comunes, pero los errores de subtipificacién pue-
den ocurrir en 10 a 25% de los casos; sin embar-
go, éstos son de poca importancia clinica. Estan
disponibles varias tecnologias para la determina-
cién del genotipo del VHC:'*!10
* Secuenciacién directa del genoma viral: consti-

tuye el método mas directo y preciso, y se
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considera el estandar de oro. Las regiones
apropiadas para la secuenciacién son: el core,
El, NS4B y NS5B.%'°

* Secuenciacién con un unico didesoxinucleétido
o el analisis de restriccion de fragmentos am-
plificados por PCR mediante la presencia de
polimorfismos de secuencias especificas de
tipo, ya sea por hibridacién o técnicas RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms). La
mayor parte de estos andlisis se basa en la re-
gién 57 no codificante, cuyo polimorfismo pue-
de detectarse mediante hibridacién con son-
das especificas o por andlisis RFLP de los frag-
mentos de PCR.*'°

* Hibridacién inversa utiliza sondas (oligonu-
cleétidos) especificas de genotipos embebidas
en un soporte sélido de nitrocelulosa. Los pro-
ductos amplificados de la regién 5’NC del
genoma viral se hibridizan en forma diferencial
con las secuencias complementarias especifi-
cas de genotipo embebido sobre la tira de ni-
trocelulosa.”'?

* Ensayo inmunoenzimatico pueden detectar
anticuerpos especificos de los diferentes
genotipos. La regién del genoma viral que se
utiliza es la NS4 debido a que los genes de
esta region codifican epitopos especificos
que permiten diferenciar los genotipos |, 2
y 3. La principal ventaja de estos métodos son:
costo menos elevado, simples de realizar, asi
como proveer resultados interpretables en
aproximadamente 90% de los pacientes
inmunocomprometidos con VHC. Desven-
taja en la proporcién elevada de individuos
no inmunorreactivos contra la regién NS4
(como son inmunocomprometidos o de re-
ciente infeccién con el virus). Estas técnicas
permiten la identificacién del tipo (I al 6),
pero no la diferenciacién entre subtipos por-
que las diferencias antigénicas entre subtipos
son minimas.?'°
D. Métodos de estudios de las cuasiespe-

cies del VHC: Las cuasiespecies virales com-
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prenden un «genoma maestro», que es predo-
minante en términos cuantitativos, y una multi-
tud de «genomas menores», que representan
proporciones variables de la poblacién total. La
«secuencia maestra» puede o no coincidir con la
secuencia consenso de las cuasiespecies, que se
define como la secuencia que contiene los nu-
cledtidos que se detectan con mas frecuencia en
cada posicién. Para estudiar las cuasiespecies del
VHC, el ARN extraido de las muestras biolégi-
cas se amplifica primero por transcripcién in-
versa (PCR-RT), que provee cantidades suficien-
tes de copias ADN (ADNc), para luego analizarse
mediante un complejo juego de técnicas (la téc-
nica mas precisa es el clonado molecular de los
productos amplificados por PCR-RT, seguido de
la secuenciacién de las clonas individuales). El
grado de heterogeneidad genética de las cuasies-
pecies del VHC puede estudiarse en dos nive-
les: I) la complejidad genética, definida como el
ndmero total de variantes virales presentes al
mismo tiempo en una muestra Unica, y 2) la di-
versidad genética, definida como la distancia pro-
medio entre las diferentes variantes.'?

Interpretacion de resultados

En la figura 4 se detalla el algoritmo a seguir al
realizar pruebas de escrutinio para la determina-
cion de infeccion de VHC:

A) Anti-VHC positivo:'? Se define como: |)
prueba anti-VHC positivo y ensayo inmunoblot re-
combinante (RIBA) o prueba de 4cidos nucleicos
(NAT) positivo o 2) prueba anti-VHC positivo,
NAT negativa, RIBA positiva.'?

* Un resultado anti-VHC positivo indica infeccion
con VHC pasada o en curso.

— Un resultado anti-VHC positivo indica in-
fecciéon en curso (activa), pero la significancia
de un solo resultado anti-VHC negativo es
desconocida, no diferencia viremia intermi-
tente de la infeccién resuelta.'
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* Toda persona anti-VHC positiva debe recibir
evaluaciéon médica, incluyendo pruebas adicio-
nales que verifiquen la presencia del virus, asi
como de enfermedad hepatica.'?

— Usualmente no es necesario repetir des-
pués de confirmar un resultado HCV po-
sitivo.'?

B) Anti-VHC negativo:'? Se define como: |)
prueba anti-VHC negativo; o 2) prueba anti-VHC
positivo, RIBA negativa; o 3) prueba anti-VHC
positivo, NAT negativa, RIBA negativa.'?

* Una persona anti-VHC negativo se considera
no infectada'?.

* No se requiere evaluacién futura o seguimiento
para VHC, a menos que se sospeche infeccién
reciente o la existencia de otras evidencias que
indiquen infeccién con VHC (por ejemplo: nive-
les anormales de enzimas hepaticas en una per-
sona inmunocomprometida o una persona con
enfermedad hepitica de etiologia incierta).'?
C) Anti-VHC indeterminado:'? Se define

como: anti-VHC positivo, RIBA indeterminado'?.

Reports CDC: February
7,2003/ 52(RR03): |-16.

Indeterminade  Megative

* Un resultado anti-VHC indeterminado indica
que los anticuerpos anti-VHC no pueden ser
determinados.'?

— Puede indicar un falso positivo del anti-
VHC. "

— Puede ocurrir como un hallazgo transito-
rio en personas recientemente infectadas
que estan en proceso de seroconversién.'?

— Puede ser un hallazgo persistente en per-
sonas infectadas de manera crénica con
VHC. "

* Si NAT no puede ser ejecutado, otra muestra
debe ser recolectada para repetir la prueba de
anti-VHC (> | mes después).'?

Comentarios finales

Existe una variedad de pruebas diagndsticas dis-
ponibles para detectar infecciéon por VHC. EIA y
RIBA, son utilizados para identificar individuos con
anticuerpos VHC, indicativo de pobre exposicion
al virus. Deteccién de ARN de VHC mediante PCR
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(o mediante otra técnica de amplificacion) deter-
mina si el individuo es virémico, indicativo de in-
feccién reciente. Desafortunadamente, existen li-
mitaciones para cada una de estas pruebas. Las
pruebas para detectar infeccion con VHC utili-
zando la determinacion de anti-VHC esta indica-
do en: |) diagnéstico clinico en pacientes con sig-
nos y sintomas de enfermedad hepatica; 2) manejo
en el caso de exposiciones de tipo ocupacional y
perinatal; y 3) tamizaje en personas asintomaticas
que permita identificar aquéllas infectadas con
VHC. Pruebas de anti-VHC también son utiliza-
das por supervisores de salud publica para moni-
torear la incidencia y prevalencia con la finalidad
de evaluar los esfuerzos de prevencién del
VHC.”!2

A continuacién se detallan las aplicaciones clini-
cas de las pruebas de laboratorio para detectar
VHC:

* Diagnéstico de hepatitis aguda por VHC:
Con frecuencia la infeccién aguda es subclinica,
por lo que su diagndstico representa un desa-
fio, tomando en cuenta que la aparicién de
anticuerpos es de alrededor de 10 semanas.
La técnica de PCR permite detectar el ARN
viral en la sangre de un paciente infectado lue-
go de |-3 semanas de la exposicion con el vi-
rus. Con las técnicas de EIA de segunda y ter-
cera generacion se ha acortado el periodo de
ventana de 2-3 semanas. Ante la sospecha cli-
nica de infeccion aguda por VHC, acompanada
de aumento de transaminasas, estd indicada la
realizacion de una prueba cualitativa de PCR
para la deteccién del ARN viral. La deteccién
de ARN viral sin la presencia de anti-VHC es un
fuerte indicativo de hepatitis C aguda, lo cual
puede confirmarse por la subsiguiente
seroconversion. Infeccién aguda con VHC es
también infrecuente si estan presentes
anticuerpos anti-VHC sin presencia de ARN.'?

* Diagnostico de hepatitis cronica por VHC:
Las pruebas de EIA de segunda y tercera gene-
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racion (EIA-11? 6 EIA-IIl) constituyen el primer
paso en el diagndstico de hepatitis C. En po-
blaciones de bajo riesgo con resultados negati-
vos con EIA-Il 6 EIA-IIl es suficiente para des-
cartar la infeccion. Un resultado positivo en este
tipo de poblaciones debe confirmarse con
pruebas complementarias o cualitativas para la
deteccién del ARN mediante PCR.'"°

Un resultado positivo de EIA para VHC es su-
ficiente para confirmar la infeccién en pobla-
cién de alto riesgo. Sin embargo, la presencia
de anticuerpos no permite diferenciar de una
infeccién aguda de una crénica.'®
Seguimiento y vigilancia de la respuesta
terapéutica: La estandarizacién de las unida-
des de cuantificacién del ARN del VHC posibi-
lita hacer recomendaciones terapéuticas para
la hepatitis C crénica. La determinacién del
genotipo viral antes de iniciar el tratamiento
antiviral representa otro de los factores
predicativos de respuesta.® La genotipificacion
debera realizarse en todos los pacientes con
hepatitis C antes de iniciar el tratamiento, para
definir la duracién y proporcionar informacién
con respecto a la respuesta.' En pacientes con
infeccion con el genotipo | debe realizarse una
nueva determinacién cuantitativa 12 semanas
después del inicio del tratamiento, para definir
si existe respuesta virolégica temprana, detec-
tada por la caida en la concentracién de ARN
viral de por lo menos dos logaritmos o a una
concentracion indetectable. Esta determinacion
no es necesaria para los pacientes infectados
con los genotipos 2 o 3. EI ARN viral debera
determinarse seis meses después del final del
tratamiento (24 semanas para los genotipos 2
y 3, y de 48 semanas para el genotipo |) con la
finalidad de valorar si la respuesta viroldgica es
sostenida.'®

Diagnéstico de transmision vertical: El diag-
nostico de infeccién por VHC en un recién naci-
do de una madre anti-VHC positiva se establece
con la deteccién del ARN viral mediante PCR.
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Puesto que los anticuerpos maternos (IgG) se

transfieren en forma pasiva a través de la

placenta, pueden permanecer en la sangre del
recién nacido por varios meses y hasta un afio
después del parto, con independencia de si la

transmisién vertical del virus ocurrié o no. A

pesar de que no hay acuerdo respecto al mo-

mento para realizar la determinaciéon del ARN
viral en el recién nacido, se aconseja practicar
esta prueba entre los seis y |2 meses postparto.’

* Diagnéstico de infeccion después de una
exposicion ocupacional: Se recomienda para
el caso de un accidente en el area de la salud
con sangre de un paciente infectado por VHC
lo siguiente’:

— Realizar una prueba de anti-VHC basal y
determinar los niveles de ALT.’

— Seguimiento mediante anti-VHC (cada 4-
6 meses) junto con vigilancia mensual de
los niveles de ALT.

El ARN viral se detecta en suero una o dos se-
manas después de una exposicién accidental al
VHC. Por tanto, el diagndstico de hepatitis aguda
debe establecerse mediante la deteccién del ARN
del VHC por PCR.?

* Deteccion del anti-VHC en bancos de san-
gre: Una de las mayores limitaciones de las prue-
bas EIA es el retraso entre la primoinfecciény la
aparicion de anticuerpos contra el VHC
detectables. Los equipos con que se cuenta de-
tectan anticuerpos 40-60 dias postinfeccion y
30-40 dias después de la aparicién del ARN viral
circulante.”'°

* Importancia del estudio de la diversidad
y complejidad genética del VHC: Evidencia
acumulada en los Ultimos afos indican que la
variacién genética es una estrategia importante
mediante la cual el VHC puede establecer una
infeccion persistente, evadiendo la respuesta
inmunitaria celular o humoral generada por el
individuo infectado.’'

* Pronéstico de la enfermedad: Las pruebas
virolégicas no tienen valor pronéstico. Los

marcadores virolégicos (incluidos ARN de
VHC y genotipo de VHC) no se correlacionan
con la severidad de la lesién hepatica o fibrosis,
y no deben ser utilizados para predecir el cur-
so natural de la enfermedad o el resultado de la
infeccién o enfermedad extrahepatica. Por es-
tas razones, pruebas repetidas de niveles de
ARN de VHC no estan indicadas como parte
del manejo y monitoreo rutinario de los pa-
cientes con hepatitis C.’
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