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La hepatitis C es una enfermedad infecciosa causada por el virus de la hepatitis
C (VHC). La fase aguda de la infeccion rara vez es grave y no suele producir una
sintomatologia especifica. Cuando aparecen sintomas, estos son similares a otras
infecciones viricas por lo que en muchas ocasiones la infeccion no se diagnostica y
pasa desapercibida. Un niimero considerable de las personas con infeccién aguda
terminan desarrollando una infeccion crénica sin ser conscientes y, algunos, sufriran

cirrosis o hepatocarcinoma (HCC) (1).

La organizacion mundial de la salud (OMS) estima que hay en el mundo entre
130 y 150 millones de personas infectadas y, anualmente, mueren entre 300.000 y

500.000 personas por enfermedades hepaticas relacionadas con el VHC (2).

Para el manejo clinico de los pacientes con hepatitis C se utilizan cuatro
marcadores virologicos: el genotipo del virus, su ARN, el antigeno core del virus y los
anticuerpos especificos frente al virus (anti-VHC) (3). Dado que en la infeccién aguda
la aparicion de anticuerpos anti-VHC ocurre entre 6 y 12 semanas después de la
exposicion al virus (periodo ventana), la determinacién de marcadores de replicacion
viral permite identificar la infecciéon por el VHC durante dicho periodo ventana, antes
de la aparicion de los anticuerpos, lo que resulta especialmente util en el cribado de
donantes de sangre, en pacientes con hepatitis aguda seronegativa, o tras exposicion

accidental percutanea a sangre contaminada (4).

El bajo nivel de virus circulante durante la infeccion hace necesario que el ARN
del virus tenga que ser amplificado usando técnicas moleculares, como la
retrotranscripcion-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), que resultan caras
y, aunque proporcionan una deteccidn fiable de la viremia en todas las fases de la
infeccién, su principal limitacién es la posibilidad de dar falsos positivos por
contaminacion. Es por ello una técnica que requiere cierta experiencia por parte del
personal y resulta adecuada solo en laboratorios dotados de la infraestructura

necesaria para llevar a cabo técnicas de biologia molecular (5,6).
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El primer test comercial desarrollado para detectar el antigeno core del VHC
en 1999 fue el HCV Core Antigen ELISA Test System (Ortho Clinical Diagnostics). Este
test solo detectaba el antigeno durante el periodo de ventana seroldgica y esto limito
su utilidad clinica (5). La segunda generacion de este test comercial fue llamada Total
HCV Core Antigen ELISA Test System 6 track-C assay (Ortho Clinical Diagnostics).
Esta segunda generacion permitia la deteccion de antigeno core del VHC tanto en
presencia como en ausencia de anticuerpos anti-VHC. En el afio 2002 Bouvier y cols.
(7) evaluaron esta nueva técnica y concluyeron que la cuantificaciéon de antigeno core
del VHC no podia ser utilizado como marcador de replicacién viral cuando la carga
viral del VHC era inferior a 20.000 Ul/ml. Actualmente hay disponible un nuevo
método para la deteccién y cuantificacién del antigeno core del VHC, ARCHITECT HCV
Ag, que utiliza la misma plataforma ARCHITECT empleada para la determinacién de
anticuerpos anti-VHC en muchos centros y, segiin algunos autores, podria suponer un
cambio en el enfoque diagndstico de la infecciéon por el VHC ya que, respecto a los
métodos de amplificacién de ARN, es un método mas barato, rapido y no requiere una

cualificacion especial del personal (8-13).
Evaluar la técnica ARCHITECT HCV Ag respecto a la deteccién de la carga viral

por PCR a tiempo real nos permitira obtener conclusiones sobre su utilidad en el

diagnostico rutinario de la infecciéon por VHC.
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3.1 Descubrimiento del VHC

Gracias a la aparicion de los métodos diagndsticos especificos para la hepatitis
A y B, a mediados de los afios setenta pudo demostrarse que algunas hepatitis
postransfusionales no eran debidas ni al virus A, ni al virus B. A este tipo de hepatitis
se le denomind inicialmente “hepatitis no A no B" (HNANB) y era responsable de mas

del 90% de las hepatitis postransfusionales (14).

Cabe resaltar que el VHC es el primer virus descubierto por clonacién
molecular sin el uso de métodos bioldgicos o biofisicos (15). En 1987, Michael
Houghton y sus colegas de la Corporacion Chiron infectaron experimentalmente a un
chimpancé tras la administraciéon intravenosa de un concentrado de factor VIII
preparado a partir del plasma de un paciente infectado con hepatitis postransfusional
HNANB. Esto permitié obtener grandes cantidades de plasma de chimpancé con un
titulo viral elevado (10° dosis infectantes de chimpancé por ml) y a partir de este

material se extrajo el ARN por ultracentrifugacion.

El ARN extraido fue, posteriormente, desnaturalizado y sometido a la accién de
una transcriptasa inversa para la obtencion de moléculas de ADN complementario
(ADNCc), con las que se cred una genoteca y, con el bacteriéfago lambda gtl1, se

transfecto Escherichia coli.

De este modo se logré la sintesis de polipéptidos correspondientes a las
diferentes secuencias nucleotidicas del ADNc en cuestion. A continuacion, las
proteinas obtenidas por clonaciéon se enfrentaron con sueros de pacientes con
HNANB con la esperanza de que contuvieran anticuerpos especificos frente a alguna

de ellas.
Tras el estudio de un millén de clones de la genoteca, Houghton y cols.
identificaron un clon que expresaba un antigeno que reaccionaba especificamente

con estos sueros.
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Finalmente, a partir de ese clon pudieron determinar la casi totalidad de la
secuencia del genoma viral (15). Pudo comprobarse entonces que el VHC era la
principal causa de la HNANB y, en el momento de su descubrimiento, suponia la

principal causa de hepatitis postransfusional.
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3.2 Estructura del VHC

El VHC es el unico representante del género Hepacivirus de la familia
Flaviviridae. La particula viral tiene un diametro de 30 a 60 nm y presenta, en su
parte mas externa, una envuelta lipidica. En su interior encontramos el genoma viral
formado por una cadena de ARN lineal simple de polaridad positiva y con un tamafio

de aproximadamente 9,6Kb (FIGURA 1)(16).

FIGURA 1: Estructura del virus de la hepatitis C (Lindenbach BD)

El genoma del VHC posee una unica pauta de lectura (ORF) que es traducida a
una poliproteina de aproximadamente 3.010 aminoacidos (FIGURA 2). Esta ORF esta
flanqueada en los extremos 5’ y 3’ por dos regiones no traducidas denominadas
5'UTR y 3’UTR, respectivamente. Ambas regiones contienen sefiales indispensables

para la regulacion de la replicacién y traduccion del ARN viral:

- La region 5’'UTR posee una longitud de 340 bases y es la mas

conservada del genoma. En ella encontramos la regién IRES (del inglés
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Internal Ribosofme Entry Site) que dirige el ensamblaje de la subunidad 40S

del ribosoma (17).

- La region 3’UTR se relaciona con la replicacion, estabilizacion y

empaquetamiento del ARN viral (18).

El genoma viral codifica para proteinas estructurales y no estructurales. Las
proteinas estructurales son las unicas presentes en la particula viral,

concretamente:

- el Core (C) es una ribonucleoproteina que contiene la secuencia

encapsidadora del virus y forma la capside viral.

- las glicoproteinas (E1 y E2) presentes en la envuelta lipidica,
estan implicadas en el reconocimiento de los receptores especificos y en la

entrada del virus en la célula.

- la proteina p7 ha sido muy poco estudiada aunque su funciéon
parece estar relacionada con la formacién de un canal idnico. Se trata de una

proteina muy hidrofébica.

El conjunto de proteinas virales no estructurales (NS) esta formado por las
proteinas NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B, y todas ellas deben sintetizarse antes

de iniciar la replicacion del genoma en la célula hospedadora.
- NS2 es una metaloproteasa dependiente de Zinc.
- NS3 esta formada por dos dominios con funciones diferentes; el
dominio amino-terminal (Nt) es un dominio proteasa que necesita como

cofactor a la proteina viral NS4A, mientras que el dominio carboxi-terminal

(Ct) presenta actividad helicasa.
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- NS4B es una proteina de membrana que se localiza en Ia
membrana del reticulo endoplasmatico y es imprescindible en la replicaciéon
viral, ya que estd implicada en la generacidn de las pequefas vesiculas donde

se formaran los complejos replicativos.

- De NS5A no se conoce muy bien su funcién pero se sabe que es
imprescindible para la replicacion viral. Contiene la region ISRD (interferon
sensitivity determining region) que se puede utilizar para predecir la
respuesta viral a la terapia con interferéon (INF). Se ha observado que
mutaciones puntuales en NS5A pueden aumentar la replicacién viral y que su

estado de fosforilacién influye en la eficacia replicativa.

- Por ultimo, NS5B es una ARN polimerasa dependiente de ARN
responsable de la replicacion del genoma viral. Tiene la estructura tipica de las
polimerasas, con forma de mano derecha y constituida por tres dominios
denominados pulgar, palma y dedos. No posee actividad correctora de errores
por lo que presenta una tasa de error de aproximadamente 10-3 por nucleétido

y generacion.

Genoma viral: ARN 9600 nuckadiidos

v

<€

Poliproteina -

PROTEINAS ESTRUCTURALES

Proteinas virales

CORE E1 E2 P7
capside envuel envuel ¢canal
ta ta iénico?

FIGURA 2: Genoma del virus de la hepatitis C
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3.3 Epidemiologia

Segun estimaciones recientes, mas de 185 millones de personas en el mundo
estan infectadas con el VHC. Cada afio se infectan entre 3 y 4 millones de personas y
se producen 350.000 muertes a causa de esta infeccidon (2). Del total de infectados,
150 millones de personas desarrollan una infeccién cronica y estan en riesgo de sufrir
cirrosis hepatica o cancer de higado (19). En la FIGURA 3 podemos ver representado
el numero de infectados con VHC, virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y

coinfectados con ambos virus (20).

HIV-HCVY
coinfection HCV

5-10 million 130-180 million

FIGURA 3: Infectados por VIH, VHC y coinfectados a nivel mundial (Clausen LN
y cols.)

Como la mayoria de las infecciones agudas cursan de forma asintomatica, los

datos de incidencia de nuevos casos son dificiles de obtener. En la FIGURA 4 pueden

observarse la prevalencia global del VHC (21).
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FIGURA 4: Prevalencia global del virus de la hepatitis C (%) (Lavanchy D. Y

cols.)

La prevalencia de VHC varia entre 2,4% de Europa occidental y central y el
2,9% para Europa del Este (22). La prevalencia en Espafia se estima que esta

alrededor del 2,5% al igual que en otros paises de Europa occidental (23,24).

A pesar de la reduccion de dos tercios de los casos incidentes de hepatitis C
que se ha producido en Espafia en los ultimos afios, es probable que en los préximos
aflos aumente el numero de pacientes con enfermedad hepatica avanzada debida al
VHC que seran atendidos en el sistema sanitario, ya que es previsible que muchos
casos ahora no diagnosticados sean reconocidos por primera vez a raiz de algunas de
las complicaciones de la enfermedad. Por tanto, todos los esfuerzos encaminados a
incrementar el cribado de casos ocultos de hepatitis crénica C en los centros de
atencién primaria, a fin de que reciban tratamiento antes de que alcancen una fase

avanzada, tendran un impacto beneficioso en términos econémicos y sociales.
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3.4 Vias de transmision

Se conocen varias vias de transmision del VHC (4):

El uso de drogas por via parenteral. Esta via de transmisiéon es la mas
frecuente ya que mas del 50% de los usuarios de drogas por via parenteral (UDVP)
presentan anticuerpos anti-VHC. Los indices de infeccién por esta via oscilan
alrededor del 80% globalmente. La puesta en marcha de programas de intercambio

de jeringuillas tiende a reducir esta via de transmision.

Transfusion sanguinea o de hemoderivados, hemodialisis, trasplante de
organos (antes de 1992). La introduccién del cribado de anticuerpos anti-VHC en
1992 ha permitido que estas vias hayan desaparecido practicamente, si bien ain
puede producirse de manera excepcional durante el periodo ventana, antes de la
seroconversion en hepatitis aguda C, siendo la probabilidad inferior a un caso por
cada 100.000 unidades transfundidas. La prevalencia de anticuerpos frente al VHC en
las unidades de hemodialisis espafiolas era superior al 30% a principios de los afos

noventa pero se habia reducido al 18% en el afio 2000 (25).

Realizacion de tatuajes, acupuntura y piercing, estos ultimos estan solo

implicados ocasionalmente.

Transmision por exposicion ocupacional tras pinchazo accidental en
personal sanitario. La incidencia media de seroconversién es del 1,8% (rango: 0%-

7%).

Exposicion mucosa a sangre. Es poco frecuente.

Hospitalizacion. Es un factor de riesgo para adquirir la infeccion por VHC
(por desinfeccién inadecuada del material, compartir material contaminado entre los

pacientes y la practica de procedimientos invasivos). Este tipo de transmisién puede
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ocurrir de paciente a paciente (documentado en salas de hemodialisis, hematologia y
hepatologia), de paciente a personal sanitario (en consultas odontolégicas y
traumatoldgicas) o del personal sanitario al paciente (en casos excepcionales de
cirugia cardiaca o de cavidades profundas, en las que no existe visién directa por
parte del cirujano). Se ha descrito la transmision del VHC en relaciéon con

colonoscopias, especialmente si se efectiian biopsias.

Transmision intrafamiliar. Ocurre por exposicion parenteral inaparente,

podria darse al compartir maquinillas de afeitar, cepillos de dientes o corta-ufias.

El riesgo de transmision a largo plazo en relaciones monégamas
heterosexuales es menor del 5%. El riesgo se incrementa en caso de mantener
relaciones sexuales sin preservativo con multiples parejas sexuales, estar coinfectado

con el VIH o padecer enfermedades de transmisién sexual.

El riesgo de transmision vertical es del 5% de promedio, porcentaje que se
triplica en los nifios nacidos de madres coinfectadas por VIH. No esta claro si la
practica de amniocentesis o una rotura prolongada de membranas estdn asociadas

con un mayor riesgo de transmision materno- infantil.

Lactancia materna. No ha sido relacionada con la transmisién de VHC al

recién nacido salvo en casos de grietas en el pez6n con sangrado.
El VHC NO se transmite por abrazar, besar o compartir utensilios para
comer. No se han descrito casos de contagio por contacto con piel no intacta y el

riesgo de transmision desde personas con bajos niveles de ARN viral es insignificante.

En el 30-40% de casos de hepatitis por VHC el mecanismo de transmision es

desconocido. La infeccion se detecta con mayor frecuencia en:

- Donantes de sangre.

Series de pacientes procedentes de clinicas hepaticas.
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- Pacientes con historia de uso intranasal de cocaina.

- Un elevado porcentaje de casos son pacientes de mediana o
avanzada edad y que probablemente adquirieron la infeccién afios atras por
transmisidn percutanea inaparente.

- Pacientes de bajo nivel socioeconémico por asociarse a muchas

infecciones.
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3.5 Ciclo vital del VHC

El VHC se replica preferentemente en el citoplasma de los hepatocitos
pero también es capaz de infectar a otras células como las células dendriticas (26) y
los linfocitos B (27). Las particulas de VHC se pueden encontrar libres en el suero,
unidas a inmunoglobulinas o asociadas a lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
y lipoproteinas de baja densidad (LDL), siendo esta ultima probablemente la forma
mas infecciosa. Sueros ricos en particulas de LDL mostraron ser infecciosos en
chimpancés mientras que sueros ricos en particulas de mayor densidad fueron menos

infecciosos (28).

Las glicoproteinas de la envuelta viral son capaces de unirse a multiples
proteinas de membrana, como CD81 y LDLR, que podrian servir como receptores
especificos (FIGURA 5)(29). Tras endocitosis mediada por receptor se fusiona la
envuelta viral con la membrana de los endosomas en un proceso mediado por

glicoproteinas de la envuelta y dependiente del pH (30).

En este momento se produce la eliminacion de la capside y la liberacion del

genoma viral en el citoplasma de la célula infectada.

Una vez es liberado en el citoplasma, el genoma viral se traduce mediante un
proceso independiente de estructura cap y que necesita el ensamblaje de la
subunidad 40S del ribosoma en el sitio IRES de la region 5’'UTR. La poliproteina viral
sintetizada es procesada, tanto por proteasas del hospedador como del virus, dando
lugar, al menos, a 10 proteinas estructurales y no estructurales que siguen el

siguiente orden (29):

NH2-C-E2-E2-p7-NS1-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH

Los primeros cortes de la poliproteina los realiza una proteasa del hospedador

dando lugar a la Unica proteina de la capside (Core), a las glicoproteinas de la
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envuelta (E1 y E2) y a la proteina p7. Las proteinas no estructurales son procesadas

por proteasas virales (NS2/3 y NS3/4A).

Como hemos mencionado anteriormente, la proteina NS4B es la encargada de
formar unas microvesiculas membranosas derivadas de la membrana externa del
reticulo endopldasmico en cuyo interior se localizan la proteina del core y las proteinas
no estructurales NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B. Estas proteinas virales, junto al ARN
viral y a factores celulares hasta la fecha poco conocidos, todos ellos incluidos en las

microvesiculas, forman el complejo de replicacion viral.

La formaciéon de nuevas particulas virales comienza presumiblemente en el
interior de estas microvesiculas con la interacciéon del ARN gendémico generado por la
polimerasa viral NS5B y las proteinas de la capside formando la nucleocapside que

posteriormente se recubrira con la envuelta.

Finalmente, las particulas virales maduras se exportan por exocitosis y salen
de la célula. La alta tasa de replicacidn, estimada en 1012 nuevos viriones por dia, y la

tasa de error de la polimerasa dan lugar a la existencia de una gran heterogeneidad.
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FIGURA 5: Ciclo vital del virus de la hepatitis C (Lange CM y cols.)
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3.6 Variabilidad genética

Como la mayoria de los virus ARN, el VHC muta continuamente debido a la
baja fidelidad de copia y a la ausencia de actividad correctora de errores de la
polimerasa viral durante la replicacién del genoma viral. Por tanto, una poblacién de

VHC nunca sera una poblacién homogénea de genomas idénticos.

La tasa de acumulacién de mutaciones para el VHC se ha calculado que esta en
torno a 10-3 sustituciones por sitio y por generacion (31), es decir, la enzima comete

un error por cada 1.000 a 10.000 nucle6tidos que incorpora a la molécula naciente.

Estas poblaciones heterogéneas de genomas no idénticos, aunque muy
relacionados entre si, se conocen como cuasiespecies (32). La heterogeneidad
genética no esta igualmente distribuida a lo largo del genoma, siendo los genes que
codifican para las proteinas estructurales E1 y E2 los mas heterogéneos. La region
mas variable de todo el genoma corresponde a la regién hipervariable 1 (HRV1)
localizada en el extremo N- terminal de la proteina E2 (33,34). Por el contrario, la

region mas conservada es la 5’"UTR donde se localiza la secuencia IRES.

Esta heterogeneidad genética del virus ha llevado a clasificarlo en 7 genotipos
distintos, nombrados del 1 al 7 por orden de descubrimiento, los cuales comparten
menos del 80% de homologia de secuencia entre si (35) (FIGURA 6). Cada genotipo, a
su vez, es subdividido en un nimero determinado de subtipos (en total mas de 100)
nombrados alfabéticamente también por orden de descubrimiento. Estos subtipos
difieren entre ellos en un 20-25% de los nucle6tidos (36). Las regiones 5’'UTR y NS5B,
al ser las mas conservadas, son las mas cominmente empleadas para la identificacion

de los diferentes genotipos.
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FIGURA 6: Filogenia del VHC (Klenerman y cols.)

Segun algunos autores, existe una relacién entre diversidad de cuasiespecies y
gravedad del proceso infeccioso. Farci y cols. (2000) han encontrado una diversidad
de cuasiespecies menor en las hepatitis agudas resolutivas (37). Por el contrario, Mas
y cols. (2004) mostraron que una baja diversidad de cuasiespecies siempre se
relaciona con infeccion persistente mientras que una alta diversidad de cuasiespecies
puede relacionarse tanto con infeccién persistente como con resolucion espontanea
de la infeccion (33). Este ultimo estudio demostr6 que la diversidad de las

cuasiespecies per se no puede predecir la evolucién de la infecciéon por VHC.
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3.7 Diversidad geografica

Los genotipos 1, 2 y 3 son responsables de la mayoria de las hepatitis C en
Europa occidental, USA y Japén. El genotipo 4 es mas frecuente en Africa del Norte,
Central y Oriente Préximo. El genotipo 5 predomina en Africa del Sur y el 6 en el
sudeste asiatico (36). La Tabla 1 muestra la distribuciéon geografica actual de los
principales genotipos y subtipos del VHC (38). Como puede observarse en la tabla
aparecen los genotipos del 1 al 11. Los genotipos 7, 8 y 9 han sido identificados
principalmente en pacientes de Vietham mientras que los genotipos 10 y 11 han sido
identificados en Indonesia. Segin Ramia S y cols. (38) los genotipos del 7 al 11 son

variantes del mismo grupo y deberian ser clasificados como miembros del genotipo 6.

Tabla 1: Distribucién geografica de los principales genotipos y subtipos del

VHC (Ramia Sy cols.)

Region Genotype/subtype
Most common Less common
Morth America 1a 1b, 2b, 3a
Europe
Morthern Europe 1a 1b, 2, 3a
Southern and Eastern Europe 1b 1a, 2, 3, 2c
Japan 1b 2a, b, 3b
Africa
North Africa’
Tunisia 1b 1a, a, b, 3a, 4
Morocco 1hb 2a, 2c, 1a
Central Africa
Gabon 4 1a, 1b, Za, Zb
Migeria 1, 4 Fi
Cameroon 4 1, 2
South Africa 5 1, 2, 3and 4
South East Asia
Throughout the region 1 6, 7, 8,9, 2
Vietnam, Thailand and Myanmar 5,89 10, 11
Indonesia 10, 11 1a
Philippines 1a 1b, 2a, Zb

" Excluding Egypt.
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Se debe resaltar la importancia de la variabilidad de los genotipos segtn los
grupos de riesgo, siendo por ejemplo més frecuentes los genotipos 1a y 3a en los

UDVP.
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3.8 Mecanismos de persistencia viral

La infeccion crénica que se establece en gran parte de los pacientes infectados
se caracteriza por niveles ARN de VHC detectables y altos niveles del enzima hepatico

alaninaaminotransferasa (ALT) durante mas de 6 meses.

Los mecanismos por los cuales el virus establece una infeccién persistente no
estan claros pero la gran variabilidad del virus juega un importante papel ya que le
permite escapar de la respuesta inmunitaria del hospedador. Se ha demostrado que la
region HVR1 del genoma VHC contiene ciertos epitopos que podrian seleccionar
mutantes capaces de escapar al sistema inmunitario (39). Ademas, diferentes
proteinas como la proteina de la envuelta E2, la proteina no estructural NS3/4A con
actividad serin-proteasa y la proteina NS5A han sido propuestas como inhibidores de

la respuesta mediada por interfer6n (40).
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3.9 Curso natural de la infeccion

La diana natural del VHC son los hepatocitos y la infeccion no suele ser

diagnosticada durante la fase aguda.

Los sintomas de la infeccion pueden aparecer a las 7-8 semanas tras la
exposicién al virus pero la mayoria de los pacientes permanecen asintomaticos o
presentan sintomas leves. Los casos descritos de hepatitis fulminante durante este
periodo no son frecuentes. Algunos de los sintomas descritos en la bibliografia
incluyen: ictericia, malestar, nauseas, fatiga, dolor abdominal, pérdida de apetito,
fiebre leve, mialgia y picor. Alrededor del 75-85% de las personas infectadas
desarrollan una infeccién croénica, que dara lugar en un 10-20% de los pacientes al
desarrollo de cirrosis. El intervalo entre la infeccién y el desarrollo de cirrosis puede
ser de hasta 20-30 afios y se caracteriza por un largo periodo de tiempo en el cual el
paciente no presenta sintomas. Un 1-4% de los pacientes con cirrosis desarrollan

cancer de higado (FIGURA 7) (41-43).

[ HCV Infection ]
[ Acute Infection, ]
20-30% with symptoms
Clearance of HCV RNA, Fulminant Hepatitis,
15%-25% Rare
v
| Chronic Infection, ]
75%-85%
[ Extrahepatic }<_
Manifestations
\ 4
[ Chronic Active ]
Hepatitis
[ Cirrhosis, ]
10%-20% over 20 years
Decompensated Cirrhosis, HCC, 1%-4% per year
5-year survival rate of 50%

FIGURA 7: Curso natural de la infecciéon por el VHC (Chen SLy cols.)
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3.9.1 Infeccion aguda

La hepatitis C en fase aguda no suele diagnosticarse debido a que la mayoria
de los casos cursan de forma asintomatica. Solo alrededor del 20-30% de los
pacientes en esta fase desarrollan sintomas clinicos a las 3-12 semanas de exposicion
al virus (41). Los niveles de transaminasas, como la ALT, indicativos de lesion
hepatica, pueden aumentar a las 2-8 semanas de exposicion al virus aunque no existe
una clara correlacion entre el nivel de transaminasas y la histologia hepatica (44). La
presencia del ARN viral aumenta rapidamente durante las primeras semanas y luego
desaparece en los casos que resuelven la infeccién espontdneamente (15-40% de los
casos) (FIGURA 8)(45). El antigeno core del VHC aparece en sangre 1-2 dias después
que el ARN (46-48) y sus variaciones suelen ser paralelas a las del ARN a lo largo de
la infecciéon aguda y crénica (49,50). Los anticuerpos anti-VHC suelen detectarse
entre las 6-12 semanas de exposicién al virus y permanecen durante toda la infecciéon
e incluso un tiempo tras la recuperacion (43). En la Tabla 2 se resume la secuencia

temporal de los marcadores de infecciéon por el VHC.

Tabla 2: Secuencia temporal de marcadores de infeccion por el virus de la

hepatitis C

Semanas tras la exposicion al Marcadores de infeccion viral
virus
1-2 Deteccion de ARN viral en sangre
1-2 (1 -2 dias después que el ARN) Deteccion del antigeno core del VHC
2-8 Aumento de ALT
3-12 20-30% de los pacientes presentan
sintomatologia inespecifica
6-12 Deteccion de anticuerpos anti-VHC
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FIGURA 8: Secuencia temporal de marcadores virales
durante la infeccidon aguda con resolucion espontanea. El
sombreado blanco corresponde a niveles de ALT (Mur JIE y

cols.).

3.9.2 Infeccion cronica

Se considera que el paciente esta en la fase crénica de la infeccién cuando se
detecta ARN viral durante mas de 6 meses (FIGURA 9). La infeccién por el VHC
cronifica en mas del 50% de los casos, dado que la inmunidad del huésped es

insuficiente para lograr eliminar el virus (51).

En esta fase, la mayoria de los pacientes permanecen asintomaticos durante
décadas y en muchas ocasiones se llega al diagndstico de forma casual cuando, por
algiin otro problema de salud, se realiza un andlisis de sangre y se detecta una
alteracion de las enzimas hepaticas. Hay que tener en cuenta que, aunque la mayoria
de los pacientes con hepatitis cronica C tienen niveles ligeros o moderadamente
elevados y fluctuantes de transaminasas, hasta un tercio de los infectados pueden

presentar niveles persistentemente normales de transaminasas (52).
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FIGURA 9: Secuencia temporal de marcadores virales en la
infeccién aguda con evolucién a la cronicidad. El
sombreado blanco corresponde a niveles de ALT (Mur JIE

y cols.).

3.9.3 Complicaciones a largo plazo

Entre el 75-85% de las personas que padecen la infeccién inicial contraen una
enfermedad croénica y entre el 60-70% de las que padecen infeccidn croénica sufren
una hepatopatia crénica: un 5-20% contraen cirrosis y entre un 1-5% fallecen por

cirrosis o cancer de higado (19).

Detectar a los pacientes con bajo riesgo de progresion de la enfermedad es
importante para poder evitar el inicio inmediato de un tratamiento antiviral que
puede tener multiples efectos secundarios. Se conocen varios factores que durante las
ultimas décadas han influido en la evolucién de la enfermedad (FIGURA 10) (35).
Estos factores deben tenerse en cuenta para detectar a los pacientes susceptibles de
recibir un tratamiento urgente dado su mayor riesgo de progresidon rapida de la

enfermedad.
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FIGURA 10: Factores de riesgo que influyen en la evolucion de la infeccion por

el virus de la hepatitis C (Adaptaciéon de Chen SLy cols.)
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3.10 Diagndstico

El diagndstico viroldgico y la monitorizacion de la infeccién por VHC se basa en

el uso de varios marcadores virologicos (Tabla 3) (53).

Tabla 3: Marcadores viroldgicos (Chevaliez S y cols.)

Marcadores directos

ARN VHC

Antigeno core del VHC

Marcadores indirectos

Anti-VHC

Existe un periodo denominado ventana seroldgica que se caracteriza por la
deteccion de ARN viral y antigeno core del VHC en ausencia de anticuerpos anti-VHC.

Se estima que este periodo dura aproximadamente una media de 60 dias (53).

Los test serologicos identifican la presencia de anticuerpos anti- VHC siempre
que se haya sobrepasado el periodo de ventana serolégica y el paciente haya
desarrollado anticuerpos frente al virus. Esto supone una limitaciéon de los test
serolégicos dado que hay descritos casos de hepatitis C postransfusional en pacientes
que recibieron sangre de donantes en los que no se habian detectado anticuerpos

anti-VHC (54).

Los test serologicos unicamente indican exposicion al virus pero no pueden
distinguir entre pacientes que se han recuperado y pacientes expuestos a una
infeccién activa (replicacion viral) (55). Actualmente estas pruebas se utilizan como

screening y técnica diagnostica inicial.

Los test viroldgicos detectan secuencias especificas del ARN viral (carga viral)
que indican infeccion activa. Estos test son necesarios para confirmar la infeccion
activa. La deteccion de antigeno core del VHC puede ser una alternativa coste-efectiva
para confirmar la infeccion por VHC, aunque los pacientes con baja carga viral

(<1.000 UI/ml) pueden dar resultados falsos negativos (56).
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Hasta el momento el algoritmo diagnostico que se aplica en la mayoria de los
laboratorios clinicos es similar al propuesto por los Centros para el control y la

prevencion de las enfermedades (CDC)(FIGURA 11)(57).

Hev
- antibody
-
Not Detected - = Detected
I L ———
‘ No HCV antibody detected ‘ [ No current HCV infection ] Current HCV infection ‘

v
@ [ Additional testing as appropriateT ] Link to care

* Far persans who might have besn exposed to HCV within the past & months, testing for HCV BNA or follvw-up testing for HCV antibody & recommended. For persons who are
immunacomprarmised, testing for HCV ANA can be considered.

+ To differentiate past, resolved HCV infaction from bialogic false positivity for HCV antibody, testing with anather HCV antibody assay can be considered. Repeat HOW ANA testing if the perscn tasted
is suspected 1o have had HCV expasure within the past 6 months or has clinical evidence of HCV disease, o if therg is concem regarding the handling or storage of the test specimen.

Source: COC. Tasting for HOV infection: An update af guidance for cliniclans and labovatorians. MMWR 201 362(18).

FIGURA 11: Algoritmo diagnéstico de la infecciéon por VHC (CDC)

Actualmente son varios los trabajos que proponen incorporar la deteccién del
antigeno core del VHC al algoritmo diagndstico de la infeccion por VHC (8-

10,46,55,56,58-60), un ejemplo de ello es el algoritmo propuesto por Tillmann (56).
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FIGURA 12: Algoritmo diagndstico de la infeccién por VHC (Tillmann HL y

cols.)

3.10.1Test serolagicos

3.10.1.1 Meétodos de cribado

En 1989 surgieron los primeros ensayos capaces de detectar anticuerpos anti-
VHC. Desde entonces han evolucionado a lo largo de tres generaciones, mejorando

progresivamente su sensibilidad y su especificidad.

Actualmente, estos ensayos suelen utilizar antigenos sintéticos o
recombinantes, dado que el virus no ha podido ser adn cultivado a altos titulos. La
aparicién de anticuerpos anti-VHC contra el virus se retrasa entre 4 y 6 semanas tras
la infeccién, aunque puede retrasarse mas en casos puntuales. Durante ese periodo de
ventana seroldgica, la deteccion de anticuerpos anti-VHC sera negativa, por lo que la
negatividad de esta prueba en una muestra unica no descarta la infeccién. La
presencia de anticuerpos anti-VHC en suero indica contacto previo con el virus, pero
no es, en si misma, suficiente para establecer el diagnostico de infeccion crénica.

Ademas, en pacientes con inmunodeficiencias en la respuesta humoral y en pacientes
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en hemodidlisis, la negatividad para anticuerpos anti-VHC no excluye totalmente la
infeccion. Se recomienda que los resultados débilmente positivos se confirmen con

pruebas suplementarias.

Existen en el mercado diferentes sistemas automatizados para llevar a cabo la
deteccion de anticuerpos anti-VHC, ARCHITECT Anti-HCV (Abbott Diagnostics) es uno

de ellos.

3.10.1.2  Pruebas suplementarias

Las pruebas suplementarias se realizan mediante sistemas de inmunoblots
como el INNO LIA™ HCV Score (61) empleando diferentes antigenos adsorbidos sobre

tiras de nitrocelulosa (FIGURA 13).

I.D.n°

Streptavidin

Level 3+, anti-human Ig, strong positive
Level 1+, human IgG, moderate positive
Level +/-, human IgG, weak positive

C1 ~
c2 |
E2 L
NS3 [
NS4
NS5 /

HCV antigens

FIGURA 13: Tira de nitrocelulosa del sistema INNO LIA HCV Score

(Innogenetics)

El INNO-LIA™ HCV Score estd destinado a utilizarse como un ensayo
complementario en muestras de suero o plasma humano que resultaron reactivos
utilizando un procedimiento de cribaje de anticuerpos anti-VHC. Es un inmunoensayo
en tira de tercera generacién que incorpora antigenos de VHC derivados de la region

principal, de la region hipervariable E2, de la region helicasa NS3 y de las regiones
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NS4A, NS4B y NS5A. Se basa en una tira de nylon con soporte de plastico, recubierta
con los antigenos mencionados, en forma de 6 bandas. Ademas, en cada tira hay
cuatro bandas de control: una banda de control de estreptavidina, control positivo 3+
(anti-Ig humano), que también se utiliza como banda de control de adiciéon de

muestra, control positivo 1+ (IgG humano) y banda de corte * (IgG humano).

El INNO-LIA™ HCV Score esta basado en el mismo principio que un
inmunoensayo enzimatico (FIGURA 14). Se incuba una muestra en una cubeta con la
tira de ensayo y, si los anticuerpos anti-VHC estan presentes en la muestra, se uniran
a las bandas de antigeno de la tira. Posteriormente, se aflade un conjugado anti-IgG
humano de cabra marcado con fosfatasa alcalina purificada, que reacciona con los
complejos antigeno-anti-VHC, siempre y cuando se hayan formado previamente. La
incubacién con el sustrato enzimatico produce una coloracién marrén oscuro, cuya
intensidad es proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-VHC capturado en una

banda determinada. El revelado colorimétrico se detiene con acido sulfurico.

Anti-lgG humanc

de cabra
marcado con
peroxidasa
alcalina
Anti-VHC g |!
F AN
."‘ ‘\
r \
p. V..

FIGURA 14: Inmunoensayo enzimatico

sustrato

El ensayo LIA® puede automatizarse facilmente utilizando el aparato Auto-
LIA™. Este instrumento es un sistema auténomo con aspiracion, pipeteado e

incubacion automatizados. El ensayo en este aparato tiene una duracién de 3 horas.
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Tabla 4: Lectura e interpretacion de INNO LIA HCV Score (Innogenetics)

RESULTADO Interpretacion de las bandas

NEGATIVO todas las bandas de antigeno de VHC tienen una puntuacién
negativa
Unicamente una banda de antigeno de VHC tiene una
intensidad de %, excepto cuando se observa reactividad para
el NS3.

POSITIVO al menos dos bandas de antigeno de VHC tienen una

intensidad # o superior

INDETERMINADO | si Unicamente una banda de antigeno de VHC tiene una

puntuacion 1+ o superior
si la banda NS3 reacciona con una intensidad * o superior y

todas las demas bandas de antigeno son negativas.

Limitaciones del procedimiento a tener en cuenta segun las

recomendaciones del fabricante:

- Debe cumplirse al pie de la letra el protocolo indicado a fin de

obtener el rendimiento 6ptimo del ensayo.

- Las muestras con una banda NS3 +/- o superior pueden indicar
una seroconversion para VHC. Por tanto, se las clasifica como indeterminadas.
En caso de que se obtenga un resultado INDETERMINADO, se recomienda

analizar otra muestra del paciente después de algunas semanas.
- Una muestra con reacciéon positiva en la banda de control de
estreptavidina puede dar reacciones cruzadas con otros antigenos de VHC y no

puede ser interpretada como positiva para anticuerpos de VHC.

- En la fase temprana de la infeccién es posible que no se detecten

los anticuerpos contra el VHC.
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- En el contexto de la hemodialisis los anticuerpos pueden ser

indetectables.

- La utilizacién de muestras diluidas puede producir resultados

erroneos.

La sensibilidad del ensayo es del 100% y su especificidad varia segun la
poblacion: en donantes de sangre es del 94,5% mientras que en muestras clinicas es
del 93,7%.

Dada la alta sensibilidad y especificidad de las pruebas que detectan
anticuerpos anti-VHC, no se recomienda el uso rutinario de las pruebas
suplementarias (62). No obstante, solo estas pruebas pueden establecer la presencia
o la ausencia de anticuerpos frente al VHC en las muestras que son reactivas en los
ensayos de cribado y negativas en los test virolégicos, por lo que deben utilizarse
siempre que sea necesario comunicar a esos pacientes la presencia de anticuerpos

anti-VHC en su suero, como es el caso de los donantes de sangre y de drganos.

3.10.2 Test virologicos

Los test viroldgicos presentan la ventaja frente a los test seroldgicos de poder

detectar la infeccion durante el periodo de ventana serologica.

3.10.2.1 Deteccion del ARN viral o carga viral

La deteccién del ARN del virus se realiza mediante pruebas de amplificacién
genomica como la RT-PCR u otras. Su positividad indica presencia de virus circulante
y confirma infeccion activa, tanto en fase aguda como cronica. Su negatividad en una
muestra puntual no descarta la infeccidon, ya que la viremia es, en ocasiones,

intermitente.
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Se han desarrollado algunos sistemas que permiten realizar una cuantificacién
aproximada de la viremia (carga viral) y existe un estandar internacional de ARN del
VHC cuantificado en Unidades Internacionales (UI) que se utiliza para unificar los

criterios de expresion de resultados entre los diferentes sistemas.

Durante el periodo de ventana seroldgica, este u otros test virolégicos
proporcionan el diagndstico de la infeccion cuando las pruebas serologicas son
negativas o arrojan resultados indeterminados. La detecciéon del ARN viral acorta el
periodo ventana en varias semanas ya que el ARN del VHC se detecta transcurridas 1
a 2 semanas desde la exposicién al virus. Por tanto, la utilizacién de estos métodos se

considera hoy en dia indispensable para el diagndstico precoz de la hepatitis C aguda.

La aplicacién de las técnicas de PCR en tiempo real genera resultados mas
rapidos y permiten cuantificar la carga virica y la deteccién de mutaciones. La
cuantificacion por este sistema en una muestra presenta un rango de deteccion
superior al de otras tecnologias y existen sistemas automatizados para la
amplificaciéon y deteccién simultanea. El punto critico sigue siendo la adecuada
extraccion de los acidos nucleicos, para lo cual también existen ya sistemas
automatizados en los cuales se minimiza el riesgo de la contaminaciéon de las
muestras. Los métodos de cuantificaciébn de la viremia son sensibles y muy
especificos pero resultan complejos, requieren un espacio dedicado especificamente a
esas técnicas, son lentos a pesar de estar automatizados, requieren personal

cualificado y suponen un alto coste (59).

3.10.2.2  Deteccion del antigeno core del VHC

El alto coste asi como la necesidad de personal cualificado y el mayor riesgo de
contaminacion de las técnicas de cuantificacién de acidos nucleicos respecto a otras
técnicas ha llevado a la busqueda de alternativas en el manejo de la hepatitis C (5). De
todas las proteinas candidatas, el antigeno core del VHC tiene una secuencia

altamente conservada en todos los genotipos (63).
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La cuantificaciéon del antigeno core del VHC en sangre, es considerada por
algunos autores como un marcador fiable de replicacién viral (7,9,64). El antigeno
core del VHC en sangre, aparece 1-2 dias después que el ARN y sus variaciones suelen
ser paralelas a las del ARN a lo largo de la infeccién aguda y crénica. Segun Tilmann y
cols. la deteccion de antigeno core del VHC podria ser ser una alternativa a la
deteccion de ARN viral. En un nimero pequefio de pacientes podrian no detectarse el
antigeno core del VHC al presentar cargas virales muy bajas pero, si aceptamos la
pérdida de estos casos, el antigeno core del VHC podria utilizarse en el screening
diagnostico de la hepatitis C al igual que se utiliza el antigeno de superficie del virus

de la hepatitis B en el screening de dicha enfermedad (56).

Seme y cols. (5) realizaron una revision sobre el papel del antigeno core del
VHC en el manejo de la hepatitis C. En ella se indica que el primer test comercial
desarrollado para detectar el antigeno core del VHC en 1999 fue el HCV Core Antigen
ELISA Test System (Ortho Clinical Diagnostics). Este test solo detectaba el antigeno

durante el periodo de ventana serolégica lo que limit6 su utilidad clinica.

La segunda generacién de estos test fue llamada Total HCV Core Antigen ELISA
Test System or track-C assay (Ortho Clinical Diagnostics). Esta segunda generacién
permitia la detecciéon de antigeno core del VHC tanto en presencia como en ausencia
de anticuerpos anti-VHC. Bouvier y cols. (7) evaluaron esta nueva técnica y
concluyeron que la cuantificaciéon de antigeno core del VHC no podia ser utilizado
como marcador de replicacidon viral cuando la carga viral del VHC era inferior a

20.000 UI/ml.

Recientemente, el sistema ARCHITECT® i4000SR, disponible en muchos
laboratorios para la deteccién rutinaria de anticuerpos anti-VHC, entre otras
determinaciones, permite la cuantificacion automatica del antigeno core del VHC

(ARCHITECT HCV Ag®).

53



ARCHITECT HCV Ag es un inmunoandlisis quimioluminiscente (CMIA) que
utiliza microparticulas recubiertas con anticuerpo anti-VHC monoclonal para la
deteccion del antigeno del VHC. La deteccion del antigeno del VHC se utiliza como
ayuda en el diagndstico de casos de sospecha de infeccidn virica por hepatitis C y para
controlar el estado de individuos infectados, es decir, si la infeccion del paciente se ha

resuelto o si éste se ha convertido en portador crénico del virus.

En pacientes con riesgo elevado de infeccién por el VHC como, por ejemplo, los
drogodependientes por via intravenosa, o en pacientes con inmunodeficiencia, como
los pacientes sometidos a hemodialisis o que padecen coinfecciones por VIH-VHC,
puede que el antigeno del VHC sea el Gnico marcador serolégico para detectar una
infeccion por el VHC, debido a la respuesta retardada de los anticuerpos especificos
frente al VHC (65,66). Para el diagndstico de hepatitis aguda o croénica, la reactividad
del antigeno del VHC se deberia correlacionar con la historia del paciente y la

presencia de otros marcadores serologicos de hepatitis C (54,67).

Segun Medici y cols. (68) la deteccion de antigeno core del VHC podria ser util
para confirmar o descartar infeccion activa tanto en pacientes que presentan
anticuerpos anti-VHC como en pacientes con infeccién aguda o pertenecientes a
grupos de riesgo. Un estudio llevado a cabo por Ross y cols. (69) concluye que el
ensayo ARCHITECT HCV Ag es especifico, reproducible, altamente sensible y

clinicamente aplicable en el contexto de diagnoéstico virolégico del VHC.

54



3.11 Prevenciony tratamiento

Actualmente no existe una vacuna convencional efectiva contra el VHC y, por

tanto, la prevencion consiste en reducir el riesgo de exposicion al virus.

El desarrollo de una vacuna eficaz sigue siendo complicado debido a las
propias caracteristicas del virus, principalmente su alta tasa de replicacion, estimada
en 1012 nuevos viriones por dia, y la alta tasa de error de la polimerasa (70). Por ello
se esta poniendo especial énfasis en el estudio de la inmunidad celular, en la que los

linfocitos eliminan las células ya infectadas.

Un estudio preclinico ha comprobado, por primera vez, que una vacuna contra
el VHC, denominada INO-8000, ha logrado generar una respuesta de células-T no solo
en sangre sino también en el higado. Las conclusiones del mencionado estudio
preclinico fueron publicadas en la revista Plos One (71). INO-8000 es una vacuna
terapéutica experimental que actiia sobre las proteinas NS3/4ANS4B y NS5A
del VHCy esta disefiada para actuar frente a los genotipos 1la y 1b,los que

tradicionalmente han sido mas dificiles de tratar con las terapias farmacologicas.

El objetivo principal del tratamiento del VHC es la curacion de la infeccién, que
generalmente se asocia a la resolucion de la hepatopatia en los pacientes sin cirrosis.
Los pacientes con cirrosis continuan teniendo un riesgo de complicaciones con
peligro para la vida, aunque con una frecuencia inferior, incluso después de

erradicada la infeccion viral (72).

El VHC se divide en 7 genotipos con numerosos subtipos, siendo el genotipo 1
(principalmente 1b) el mas frecuente en Europa con una prevalencia aproximada del
70%, seguido del genotipo 3. En Espafia, el genotipo 4 es el tercero en frecuencia,
siendo el genotipo 2 el mas infrecuente. El genotipo del VHC no condiciona una
evolucion clinica diferente de la hepatitis C crénica, pero si tiene un gran impacto en

la respuesta al tratamiento (2).
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Hasta el afno 2011, la combinacién de interferén-a pegilado (IFN-peg) y
ribavirina (RBV) fue el tratamiento aprobado para la hepatitis crénica C. Este
tratamiento comporta efectos secundarios considerables y un elevado coste. Ademas,
la eficacia del tratamiento difiere segun el genotipo del VHC: los pacientes infectados
con el genotipo 1, solo responden aproximadamente la mitad de los casos, ademas de
requerir mayores dosis de RBV y de una mayor duraciéon de la terapia (48-72

semanas) en comparacidn con los pacientes infectados con los genotipos 2y 3 (73).

Se considera que un paciente ha respondido a la terapia cuando alcanza una
respuesta viroldgica sostenida (RVS), definida como la ausencia de viremia a los 6
meses de finalizar el tratamiento. En la Tabla 5 se recogen las diferentes definiciones

de respuesta viroldgica (74).

Tabla 5: Definiciones de respuesta viroldgica (Molina Pérez E y cols.)

Abreviatura Término Definicion
RVR Respuesta virologica rapida RNA-VHC indetectable a las 4 semanas de inicio del
tratamiento
RVRe Respuesta virologica rapida extendida RNA-VHC indetectable a las 4 y 12 semanas de tratamiento
RVT Respuesta virolégica temprana RNA-VHC indetectable a las 12 semanas de inicio del
tratamiento o reduccion de la carga viral en >2 log
RVTc Respuesta viroldgica temprana RNA-VHC indetectable a las 12 semanas de inicio del
completa tratamiento
RVTp Respuesta virologica temprana Reduccion de la carga viral en > 2 log, sin obtener RVTc
parcial
RFT Respuesta a fin de tratamiento RNA-VHC indetectable al finalizar el tratamiento
RVS Respuesta viral sostenida RNA-VHC indetectable al final del tratamiento y 24 semanas
después del mismo
NR No respuesta RNA-VHC nunca se reduce > 2 log en semana 24
RP Respuesta parcial RNA-VHC se reduce >2 log en semana 24 pero nunca
indetectable
Recaida virologica Respuesta viral a final de tratamiento pero reaparicion ulterior
del RNA-VHC
Rebote viral RNA-VHC detectable en cualquier momento durante el

tratamiento después de haber sido indetectable

En el afio 2011 se autorizé el uso de telaprevir (TVR) y boceprevir (BOC) para
la infeccién por el VHC de genotipo 1. Estos dos farmacos son antivirales de accion
directa (AAD) de primera generacion, y ambos van dirigidos a la serina proteasa
NS3/4A del VHC, por lo que se les denomina inhibidores de proteasa (IP). Tanto TVR
como BOC deben administrarse en combinacién con IFN-peg/RBV. Estas pautas de

terapia triple han resultado eficaces en pacientes que no han recibido tratamiento
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previo y en pacientes que ya han sido tratados, incluidos los pacientes sin ninguna

respuesta previa a la terapia doble de IFN-peg/ RBV.

El 28 de febrero de 2012 el Departamento de Medicamentos de Uso Humano
del Ministerio de Sanidad public6 un informe de utilidad terapéutica sobre los
criterios y recomendaciones generales para el tratamiento con BOC y TVR de la
hepatitis créonica C en pacientes monoinfectados (75). La introduccion de la triple
terapia que incluye, ademds de INF-peg y RBV un AAD puede permitir que se alcance
una tasa de curacion del 75% en enfermos infectados con genotipo 1 que no hayan
recibido tratamiento alguno y de cerca del 50% en los que no hayan presentado
respuesta a un tratamiento doble previo. La triple terapia tiene una eficacia superior
a la del tratamiento clasico pero ocasiona mas efectos adversos e implica la necesidad
de una evaluacién mas minuciosa y un seguimiento mas frecuente de los pacientes en

tratamiento.

En noviembre de 2014 la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios hizo publicos los Informes de Posicionamiento Terapéutico de dos nuevos

antivirales: Simeprevir (SMV) y el Sofosbuvir (SOF) (76,77).

SMV ha sido aprobado para el tratamiento de la hepatitis C crénica en adultos.
Se trata de un inhibidor de la proteasa NS3/4A, esencial para la replicacion viral,
utilizado en combinacion con otros farmacos activos frente al VHC en funcion del
genotipo. SMV es activo frente a los genotipos 1, 4, 5 y 6. Su eficacia en pacientes
infectados con los genotipos 5y 6 no ha sido estudiada en ensayos clinicos, por lo que

no debe utilizarse en estos pacientes.

Las tablas 6 y 7 muestran los medicamentos concomitantes recomendados y
la duracién del tratamiento para la terapia combinada con SMV, y las reglas de

parada, respectivamente.
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Tabla 6: Medicamentos concomitantes recomendados y duracion del

tratamiento para la terapia combianada con SMV

Poblacién de pacientes Tratamiento Duracitn

Pacientes no tratados OLYSIO + 24 semanas’

previamente (naive) y con | peginterferén El tratamiento con OLYSIO se
TECidifl-'a previa con VHC ﬂ_lfﬂ + debe iniciar en combinacion con
genotipo 16 4' ribavirina® peginterferén alfa y ribavirina y

ser administrado durante 12
semanas y posteriormente
continuar durante 12 semanas
adicionales con peginterferén alfa

y ribavirina.
Pacientes sin respuesta OLYSIO + 48 semanas
previa (incluidos los peginterferon El tratamiento con OLY SIO se
pacientes que hayan alfa + debe iniciar en combinacion con
tenido una respuesta ribavirina® peginterferén alfa y ribavirina y
parcial o nula) con VHC ser administrado durante 12
genotipo 16 4' semanas y posteriormente
continuar durante 36 semanas
adicionales
Pacientes con VHC OLYSIO + 12 semanas
genotipo 1 6 4, sofoshuvir (+/- (ver secciones 4.4, 4.8 y 5.1)
independientemente del ribavirina)®
historial de tratamiento
previo®

: Incluye a pacientes con o0 sin cirrosis y aguellos pacientes coinfectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Recidiva o sin respuesta a un tratamiento previo con interferon
(pegilado o no pegilado), con o sin ribavirina (ver seccidn 5.1}

* Cuando se valore utilizar un tratamiento combinado de OLYSIO con peginterferén alfa y ribavirina
en los pacientes con VHC genotipo la, antes de comenzar el tratamiento se debe realizar un test de
identificacion del polimorfismeo QROK en NS3 (ver seccitn 4.4).

* Los pacientes no tratados previamente (naive) y con recidiva previa con cirrosis gue estin
coinfectados con el VIH deben recibir 48 semanas de tratamiento. El tratamiento con OLYSI0 se debe
iniciar en combinacion con peginterferon alfa v ribavirina y ser administrade durante 12 semanas y
posteriormente continuar durante 36 semanas adicionales con peginterferon alfa v ribavirina, Ver
seccion  Poblaciones especiales de pacientes - Coinfeccion por el VHC y el vius de la
inmunodeficiencia humana de tipe 1 (VIH-1).

4 Incluye a pacientes no tratados previamente (naive) o pacientes que fracasaron a un tratamiento previo
con peginterferdn alfa y ribavirina con o sin cirrosis,

* El tratamiento de OLYSIO con sofosbuvir solamente se debe utilizar en pacientes que no toleran o no
son candidatos al tratamiento con interferdn, v tienen una necesidad de tratamiento urgente. Se puede
afiadir ribavirina en base a la evaluacion clinica individual de cada paciente (ver secciones 4.4, 48 y
5.1). La duracion del tratamiento recomendada es de 12 semanas. Se puede valorar una duracidn de
tratamiento de OLYSI0 con sofosbuvir (con o sin ribavirina) mds larga (hasta 24 semanas) en base a
las caracteristicas individuales (ver secciones 4.4, 4 8 v 53.1).
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Tabla 7: Pautas de parada del tratamiento

ARN del VHC

Medida

Semana 4 de tratamiento: 225

Interrupcion de simeprevir, peginterferon
alfa y ribavirina

Semana 12 de tratamiento:
detectable

Interrupcion del peginterferdn alfa y la
ribavirina (el tratamiento con simeprevir
estd completo en la semana 12)

Semana 24 de tratamiento:
detectable

Interrupcion del peginterferdn alfa y la
ribavirina

El SOF ha sido autorizado para el tratamiento de la hepatitis C crénica en

adultos en combinacién con otros farmacos activos frente al VHC en funcion del

genotipo. Es un inhibidor nucleétido de la polimerasa NS5B. En la Tabla 8 se recogen

los medicamentos recomendados para la administracién concomitante y duracion del

tratamiento para la terapia combinada con SOF.

Tabla 8: Medicamentos recomendados para la terapia combinada con SOF y

duracion del tratamiento

Poblacion de pacientes® Tratamiento Duracién
Genotipos 1,4,566 Sofoshuvir + ribavirina + 12 semanas * P
peginterferdn alfa
Sofoshuvir + ribavirina 24 semanas

Solo para uso en pacientes
que no son candidatos o
no toleran el tratamiento
con peginterferdn alfa

Genotipo 2 Sofosbuvir + ribavirina 12 semanas ”
Genotipo 3 Sofosbuvir + ribavirina + 12 semanas "
peginterferon alfa
Sofosbuvir + ribavirina 24 semanas
Pacientes en lista de Sofosbuvir + ribavirina Hasta el trasplante
espera de trasplante hepdtico “(minimo 12
hepético semanas)
Sofosbuvir + ribavirina + 12 semanas *”

peginterferdn alfa**

a. Para pacientes con tratamiento previo e infeccion por el VHC de genotipo 1 v 4-6, no
existen datos con la combinacidn de sofosbuvir, ribavirina y peginterferdn.

b. Se debe contemplar la posible ampliacién de la duracién del tratamiento mds alld de
12 semanas y hasta 24 semanas especialmente para los subgrupos gue tienen uno o méas
factores histéricamente asociados a menores tasas de respuesta a los tratamientos con
interferdn (p. ej. fibrosis/cirrosis avanzada, clevadas concentraciones virales basales,
raza negra, genotipo IL28B no CC, previa respuesta nula al tratamiento con

peginterferon alfa y ribavirina),

c. Ver "Poblaciones especiales de pacientes. Pacientes en espera de trasplante hepdtico”

mas adelante.

59



60



4 JUSTIFICACION
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Los motivos que nos llevaron a desarrollar este trabajo de Tesis Doctoral

fueron:

- La hepatitis C se ha convertido en uno de los principales

problemas de salud en el mundo occidental.

- La evolucion de la infeccion es, en la mayoria de los casos,
silenciosa hacia la cronicidad y posible apariciéon de complicaciones tales como

cirrosis o cancer de higado.

- El diagnéstico precoz de la infeccién activa es importante para

poder prevenir las posibles complicaciones de la infeccién.

- Los test virologicos que se emplean tanto para diagnosticar la
infeccion como para controlar la respuesta al tratamiento, aunque son sensibles
y muy especificos, son complejos, requieren un espacio dedicado
especificamente a esas técnicas, son lentos a pesar de estar automatizados,

requieren personal cualificado y suponen un alto coste.

- La presencia de antigeno del core del VHC en sangre es
considerado por algunos autores como un marcador fiable (aunque menos
sensible que la deteccion de ARN viral) de replicacion viral. El antigeno core del
VHC en sangre, aparece 1-2 dias después que el ARN y sus variaciones suelen
ser paralelas a las del ARN a lo largo de la infeccidon aguda y cronica (49,50).
Ademas, a diferencia de la presencia de anticuerpos anti-VHC, el antigeno del
core del VHC se puede detectar durante el periodo de ventana seroldgica de la

infeccion y permite diagnosticar la infeccion activa.

- Hasta la fecha los métodos desarrollados para la deteccion de

antigeno del core del VHC no han sido utiles en la practica clinica.
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- La aparicién del ensayo ARCHITECT HCV Ag® para la deteccién
de antigeno del core del VHC podria suponer, segin algunos autores, un cambio
en el enfoque diagnostico de la infeccion por el VHC ya que, respecto a los
métodos de amplificaciéon de ARN, es un método mas barato, rapido y no

requiere una cualificacion especial del personal.
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5 OBJETIVO
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El objetivo de nuestro trabajo es evaluar la utilidad del ensayo ARCHITECT
HCV Ag®, disefiado para la deteccidn del antigeno core del VHC, en el diagnostico y/o

control del tratamiento de la hepatitis C empleando muestras clinicas.
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6 MATERIAL Y METODOS
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6.1 Aprobacion de los laboratorios

El primer paso que se llevo a cabo fue contactar con las Dras. Rosa Blazquez y
Maria Dolores Crespo, Jefas de Servicio de los Laboratorios de Microbiologia del
Hospital General Universitario Morales Meseguer de Murcia y del Hospital General
Universitario de Albacete respectivamente. Tras discutir el Plan de Investigacion, el
Plan de Trabajo qued6 debidamente firmado en junio de 2014 (Anexo I). En dicho
plan de trabajo se estableci6 que se emplearian muestras del laboratorio de
Microbiologia del Hospital Morales Meseguer para realizar la deteccion del antigeno
core del VHC en Laboratorio de Microbiologia del Hospital General Universitario de
Albacete dado que este ultimo laboratorio disponia del equipo necesario para el
estudio que se queria realizar (deteccion de antigeno core del VHC con el sistema

ARCHITECH).

6.2 Consideraciones éticas

Se emplearon muestras anonimizadas. En el momento de la recogida de las
alicuotas necesarias para el estudio se rompi6 toda relacion entre el codigo que se le
asigna a la muestra y los datos personales del paciente, por tanto, los resultados del

estudio realizado no tuvieron ninguna repercusion para los pacientes.

6.3 Recogida y almacenamiento de muestras

Se seleccionaron 300 alicuotas de suero de pacientes con al menos una
peticién de carga viral de VHC solicitada entre los meses de junio y diciembre de
2013. Todos los pacientes pertenecian al Area de Salud del Hospital General

Universitario Morales Meseguer.

Las muestras se recogieron segun el protocolo habitual establecido en el

Laboratorio de Microbiologia del Hospital General Universitario Morales Meseguer.
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Generalmente, los pacientes que presentan anticuerpos anti-VHC son derivados a las
consultas de atencidn especializada de Enfermedades Infecciosas o Digestivo para su
seguimiento. A todos estos pacientes se les realiza, entre otras pruebas, un estudio de
carga viral de VHC. La muestra necesaria para tal estudio debe ser recogida en tubos
con aspiracion por vacio de 10 ml de sangre anticoagulada con EDTA. Estas muestras
son recepcionadas en el laboratorio del mismo hospital donde se extraen y se
mantienen refrigeradas hasta ser procesadas para el estudio solicitado
(cuantificacion de carga viral de VHC). El procesamiento de las muestras incluye

centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 minutos y cuantificacion de la carga viral.

Los sueros se mantuvieron un maximo de 5 dias refrigerados entre 2-82C y,

tras la cuantificaciéon de la carga viral se almacenaron a -70°C.

6.4 Transporte de muestras

Para el envio de las muestras al Hospital General Universitario de Albacete,
éstas se prepararon y etiquetaron de acuerdo con las normativas vigentes que rigen
el transporte de muestras y sustancias infecciosas. Utilizamos el Diagrama de flujo
para la clasificacion de sustancias infecciosas y muestras de pacientes (FIGURA 15)
disponible en la Guia sobre la reglamentacion relativa al transporte de sustancias
infecciosas 2013-2014 para ver a que categoria pertenecian nuestras muestras y

transportarlas correctamente (78).
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Zustancia objero de clasificaciin

:
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FIGURA 15: Diagrama de flujo para la clasificacion de sustancias infecciosas y

muestras d epacientes (OMS)

Las muestras se transportaron a una temperatura entre 2 y 8°C (hielo) y, a su
llegada al Laboratorio de Microbiologia del Hospital General Universitario de
Albacete, se dejaron a temperatura ambiente hasta su completa descongelacidn.
Antes de ser procesadas, se centrifugaron 10 minutos a 3.000 rpm. En todos los casos

se evitaron mas de dos ciclos de congelacion/descongelacion.
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6.5 Cuantificacion de la carga viral

Para la deteccion de la carga viral se utilizo el ensayo COBAS® AmpliPred/
COBAS® Tagman® HCV Quantitative Test v2.0 (Roche)(79). Es una prueba de
amplificacién de acidos nucleicos para la determinacioén cuantitativa de los genotipos
1 a 6 del ARN del VHC en suero o plasma conservado en EDTA mediante el equipo
COBAS® AmpliPrep (procesamiento automatizado de muestras) y el analizador
COBAS® TagMan® o el analizador COBAS® TaqMan® 48 (amplificaciéon y la

deteccién automatizadas).

Las muestras recién obtenidas (sangre total) se pueden almacenar a una
temperatura de entre 2 y 25 °C durante un maximo de 24 horas antes de la
centrifugacion. Después de la centrifugacion, hay que transferir el suero o plasma
conservado en EDTA a un tubo de polipropileno estéril y se pueden almacenar a 4°C
durante un maximo de 72 horas o0 a -20°C -80°C durante un maximo de 6 semanas.
Las muestras se pueden congelar y descongelar hasta cinco veces sin que haya una

pérdida del ARN del VHC.

El ensayo esta disefiado para el uso en el tratamiento de pacientes con
hepatitis C cronica en combinaciéon con marcadores de infeccion clinicos y de
laboratorio. La prueba puede utilizarse para predecir la probabilidad de una RVS de
forma temprana durante el curso de un tratamiento antiviral y para evaluar la
respuesta viral a un tratamiento antiviral (tratamiento guiado por la respuesta) a

través de la determinacion de cambios en los niveles de ARN del VHC.

El ensayo COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative v2.0 se

basa en tres procesos principales:
1. Preparacion manual de la muestra para aislar el ARN del VHC.
2. Transcripcién inversa del ARN objetivo para generar ADN

complementario (ADNc) y amplificacién mediante PCR del ADNc objetivo.
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3. Deteccion simultdnea de sondas de deteccion oligonucleotidas

doblemente marcadas, escindidas y especificas del fragmento objetivo.

Preparacion de las muestras

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative v2.0
utiliza la preparacién automatizada de la muestra en el equipo COBAS® AmpliPrep
mediante una técnica de captura basada en silice. El volumen de muestra necesario es

de 650 pl.

En primer lugar se lleva a cabo la lisis de las particulas viricas del VHC
mediante incubacion de la muestra a alta temperatura junto a:
o Tampoén de lisis/union
o Proteasas
o Microparticulas magnéticas
o Un numero conocido de moléculas de ARN del estdndar de

cuantificacion (QS) del VHC.

Las proteasas y el tampoén de lisis/unién permiten liberar los acidos nucleicos
y proteger al ARN del VHC liberado de las RNasas presentes en el suero o el plasma
conservado en EDTA. El ARN del VHC y el ARN del QS del VHC quedan unidos a la
superficie de las microparticulas magnéticas. Las sustancias no unidas, tales como
sales, proteinas y otras impurezas celulares, se eliminan mediante el lavado de las

microparticulas magnéticas.

Tras la separacion de las particulas y la completa realizaciéon de los pasos de
lavado, se hacen eluir los acidos nucleicos adsorbidos a temperatura elevada con una

solucion acuosa (muestra procesada).
A continuacion se afiade la muestra procesada, que contiene el ARN del VHC y

el ARN del QS del VHC liberados, a la mezcla de amplificaciéon y se transfiere al
analizador COBAS® TagMan® o al analizador COBAS® TagMan® 48.
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Transcripcion inversa y amplificacion mediante PCR

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HCV Quantitative v2.0
utiliza la transcripcion inversa del ARN del VHC al ADNc y la amplificaciéon del ADNc
con cebadores (primers) que definen una secuencia en la region muy conservada de
la region no traducida 5' del genoma del VHC. La transcripcidén inversa y la reacciéon
de amplificacién mediante PCR se lleva a cabo con una mezcla optimizada de enzimas
recombinantes termoestables: las polimerasas de ADN ZO5D y Z05. En presencia de
manganeso (Mn?*) y bajo condiciones de tampo6n apropiadas, ZO5 y ZO5D exhiben
actividad tanto de transcriptasa inversa como de polimerasa de ADN. Esto permite
que la transcripcion inversa y la amplificacién mediante PCR tengan lugar junto con la

deteccién en tiempo real de los amplicones.

Amplificacion del fragmento objetivo

Tras la transcripcién inversa del ARN objetivo del VHC y el ARN del QS del
VHC, el termociclador del analizador COBAS® TagMan® o del analizador COBAS®
TagMan® 48 calienta la mezcla de reaccién para desnaturalizar el hibrido ARN:ADNc
y exponer las secuencias objetivo especificas del cebador. A medida que la mezcla se
enfria, los cebadores se hibridan con el ADNc del fragmento objetivo. Las polimerasas
de ADN termoestables (ZO5 y ZO5D), en presencia de Mn2?* y un exceso de
desoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs), extienden los cebadores hibridados a lo largo
de la plantilla objetivo para producir una molécula de ADN bicatenario denominada
amplicén. Este proceso se repite automaticamente durante 48 ciclos con el fin de

duplicar en cada ciclo la cantidad de ADN amplicén.

Amplificacion selectiva

La amplificacidon selectiva del acido nucleico del fragmento objetivo de la

muestra se logra en la prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV
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Quantitative v2.0 mediante el uso de la enzima AmpErase (uracil-N- glicosilasa) y el

trifosfato de desoxiuridina (dUTP).

La enzima AmpErase reconoce y cataliza la destruccion de las cadenas de ADN
que contienen desoxiuridina, pero no del ADN que contiene desoxitimidina. E1 ADN
natural carece de desoxiuridina que, sin embargo, estd siempre presente en el
amplicon debido al uso de trifosfato de desoxiuridina como uno de los dNTPs del

reactivo de la mezcla maestra; por lo tanto, sélo el amplicdn contiene desoxiuridina.

La desoxiuridina permite que la enzima AmpErase pueda destruir el amplicén
contaminante antes de la amplificacién del ADN del fragmento objetivo. Ademas, la
enzima AmpErase destruye cualquier producto inespecifico que se pueda formar tras
la activacion inicial de la mezcla maestra por el manganeso. Cuando se calienta en el
primer paso del ciclo térmico, la cadena de ADN amplicén se rompe en la posicién de
la desoxiuridina, por lo que el ADN ya no puede amplificarse. La enzima AmpErase
permanece inactiva durante un periodo de tiempo prolongado una vez expuesta a
temperaturas superiores a los 55 °C, es decir, durante los pasos de la ciclacion
térmica y, por consiguiente, no destruye el amplicén objetivo formado durante la

reaccion de PCR.

Deteccion de sondas escindidas y doblemente marcadas y determinacion

cuantitativa del ARN del HCV

La prueba COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative v2.0
utiliza la tecnologia de PCR en tiempo real. El uso de sondas doblemente marcadas
con fluorescente permite detectar en tiempo real la acumulacion del producto de la
PCR mediante la supervision de la intensidad de emision de los marcadores emisores
fluorescentes liberada durante el proceso de amplificacién. Las sondas constan de
sondas oligonucledtidas especificas para el VHC y el QS del VHC con un marcador
emisor (reporter dye) y un marcador silenciador (quencher dye). Las sondas del VHC
y del QS del VHC estdn marcadas con diferentes marcadores emisores fluorescentes.

Cuando las sondas estan intactas, la proximidad del marcador silenciador suprime la
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fluorescencia del marcador emisor debido a efectos de transferencia de energia de
tipo Forster. Durante la PCR, la sonda se hibrida con una secuencia del fragmento
objetivo y se escinde por la actividad de las nucleasas 5' — 3' de las polimerasas de
ADN ZO5 y ZO5D termoestables. Cuando se han liberado y separado el marcador
emisor y el marcador silenciador, cesa el enmascaramiento (quenching) y la actividad
fluorescente del marcador emisor experimenta un aumento. La amplificacion del ARN
del VHC y el ARN del QS del VHC se miden de forma independiente a distintas
longitudes de onda. Este proceso se repite durante los 48 ciclos predeterminados,
aumentando en cada ciclo la intensidad de emisién de los marcadores emisores
individuales, lo que permite la identificacién independiente del ARN del VHC y el QS
del VHC. El ciclo de la PCR en el que la curva de crecimiento adquiere forma
exponencial esta relacionado con la cantidad de material de partida presente al inicio

de la PCR.

La cuantificacion del ARN virico del VHC se realiza empleando el QS del VHC. El
estdndar compensa los efectos de inhibicién y controla los procesos de preparacion y
amplificacién para permitir una cuantificacién mas exacta del ARN del VHC presente
en cada muestra. El1 QS del VHC es un constructo de Armored RNA (aRNA) no
infeccioso que contiene fragmentos de las secuencias del VHC con sitios de union a
cebadores idénticos a los del ARN objetivo del VHC y una regiéon exclusiva de unién a
sonda que permite diferenciar el amplicon del QS del VHC del amplicén del HCV

objetivo.

El QS del VHC se afiade a cada una de las muestras en un namero de copias
conocido y esta presente durante la preparacidon de las muestras, la transcripcion
inversa y la amplificacion mediante PCR y la deteccion de las sondas de deteccion
oligonucle6tidas doblemente marcadas y escindidas. El analizador COBAS®
TagMan® o el analizador COBAS® TagMan® 48 calcula la concentracién de ARN de
VHC presente en las muestras de prueba comparando la sefial del VHC con la sefial

del QS del VHC para cada muestra y control.
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Durante la fase de hibridacion de la PCR en el analizador COBAS® TagMan® o
en el analizador COBAS® TagMan® 48, las muestras se iluminan y excitan con luz
filtrada, lo que permite recoger los datos de emision de fluorescencia filtrada
correspondientes a cada muestra. El equipo envia esas lecturas de fluorescencia al
programa AMPLILINK y las almacena en una base de datos. Se utilizan
comprobaciones previas para determinar si los datos de ARN del VHC y ARN del QS
del VHC constituyen conjuntos validos; asimismo, se generan avisos cuando los datos
estén fuera de limites prefijados. Una vez completadas y superadas todas las
comprobaciones previas, las lecturas de fluorescencia se procesan para generar
valores correspondientes al ARN del VHC y el ARN del QS del VHC. La concentracion
de ARN del VHC se expresa en unidades internacionales (UI)/ml y la duracién del

ensayo es de unas 4 horas.

Los resultados de las muestras se interpretan como se indica en la Tabla 9.

Tabla 9: Interpretacion de los resultados (Roche Diagnostics)

Resultado Interpretacion

Target Not Detected El valor de Ct para el HCV esté por encima del limite para el ensayo
o0 no se ha obtenido un valor de Ct para el HCV.
Comunique el resultado como "ARN del HCV no detectado".

<1.50E+01 IU/mL Las Ul/ml calculadas estédn por debajo del limite inferior de cuantificacion
(LLOQ) del ensayo. Comunigue el resultado como
"ARN del HCV detectado, menas de 15 Ul/ml de ARN del HCV".

=1.50E+01 IU/mLy Los resultados calculados superiores o iguales a 15 Ul/ml e inferiores
<1.00E+08 IU/mL o iguales a 1,00E+08 Ul/ml se encuentran dentro del intervalo lineal del ensayo.
Comunique el resultado como "XX UI/ml de ARN del HCV detectado".

>1.00E+08 IU/mL Los resultados calculados estan por encima del intervalo lineal del ensayo.
Comunique el resultado como "més de 1,00E+08 Ul/ml de ARN del HCV".
Si desea obtener resultados cuantitativos, diluya la muestra original con
plasma conservado en EDTA o suero humano negativo para el HCV
(segun la matriz de la muestra original) y repita la prueba.
Multiplique el resultado comunicado por el factor de dilucién.

Segun los datos del fabricante el ensayo tiene una sensibilidad y especificidad

del 100%.
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6.6 Deteccion de antigeno core del VHC

Para la deteccion del antigeno core del VHC se utilizé el ensayo ARCHITECT
HCV Ag (Abbott Diagnostics), un inmunoanalisis de 2 pasos que utiliza la tecnologia
CMIA con protocolos de ensayos flexibles, denominados Chemiflex, para la

determinacion cuantitativa del antigeno core del virus de la hepatitis C.

El volumen de muestra necesario es de 110 pl y el tiempo de realizacion de la
prueba son 36 minutos. Con el ensayo ARCHITECT HCV Ag se pueden utilizar los

siguientes tipos de muestras:

- Suero humano (incluyendo el suero recogido en tubos con

separador de suero)

- Plasma humano recogido con: EDTA so6dico, EDTA potasio ,

Heparina de litio, Heparina sé6dica, Citrato s6dico o CPD.

Con anticoagulantes liquidos, los valores de los resultados obtenidos en las

distintas muestras de pacientes pueden ser inferiores debido a su efecto de dilucion.

No se recomienda utilizar muestras en las siguientes condiciones:

- inactivadas con calor

- mezcladas

- intensamente hemolizadas

- con contaminacién microbiana evidente

- procedentes de cadaveres o de otros liquidos corporales

Para obtener resultados 6ptimos, las muestras de suero y plasma no deben
presentar fibrina, eritrocitos ni particulas en suspensién. Estas muestras pueden
proporcionar resultados inconsistentes y, por tanto, se deben transferir a un tubo de

centrifuga y centrifugar minimo a 3.000 x g durante 10 minutos.
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Las muestras se pueden almacenar con o sin el coagulo, los eritrocitos o el gel

separador durante un maximo de 5 dias a una temperatura entre 2 °Cy 8 °C.

Si el analisis se retrasa mas de 5 dias, hay que retirar el coagulo, los eritrocitos
o el gel separador del suero o plasma, y congelelarlo a una temperatura igual o
inferior a -20 °C. No se recomienda someter las muestras a mas de 2 ciclos de

congelacion/descongelacion.

La técnica ARCHITECT HCV Ag se lleva a cabo en tres fases:

1. Fase de pretratamiento (FIGURA 16): Se combinan la muestra con los

reactivos de pretratamiento (HCl 0,83 N) para liberar el antigeno core del VHC y

obtener la muestra pretratada.

Antigeno

- O
Reactivos de uo'ew—g o D%‘;
VHC Pre-Tratamiento o (%)
o o %0
— © o ©
), O
Y F 0 X 9\
L Muestras Pretratada
Antigeno Anticuerpo
core VHC Anti-VHC
FIGURA 16: Fase pretratamiento (Abbott Diagnostics)
2. Paso 1 (FIGURA 17): la muestra pretratada se combina con las

microparticulas recubiertas con anticuerpo anti-VHC de forma que el antigeno core se

une a los anticuerpo anti-VHC.
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La microparticula revestida con  El antigeno core del VHC de la muestra
anticuerpos anti-VHC capturara pretratada se une a los anticuerpos
el antigeno core del VHC presente anti-VHC de la microparticula.
en la muestra pretratada.

FIGURA 17: Paso 1 (Abbott Diagnostics)

3. Paso 2 (FIGURA 18): Se anade anticuerpos anti-VHC marcados con
acridinio y estos se unen al antigeno core del VHC. Las soluciones pre-activadora y
activadoras son afiadidas para producir una reaccién quimioluminiscente, que se
mide en unidades relativas de luz (URL). Existe una relacién directamente
proporcional entre la cantidad de antigeno del VHC presente en la muestra y las URL

detectadas por el sistema 6ptico del ARCHITECT i System.

J- J' La solucién pre-activadora
o 5 Yo » Y activadora son anadidas
J“ para generar la emision de luz
J' quimioluminiscente.

E! conjugado, anticuerpos anti-VHC
marcados con acrigdinio,
se une al antigeno core del VHC.

FIGURA 18: Paso 2 (Abbott Diagnostics)

La concentracion de antigeno core de la hepatitis C en la muestra se determina

mediante una curva de calibracién ARCHITECT HCV Ag que ha sido generada
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previamente. Si la concentraciéon de la muestra es mayor o igual a 3,00 fmol/], la

muestra se considera reactiva para el antigeno del VHC.

Segun los datos del fabricante el ensayo tiene una sensibilidad del 97,8% del y

una especificidad mayor de 99,5%.

6.7 Estudio estadistico

Los datos se recogieron en una base de datos EXCEL, Microsoft Office 97,
disenada para tal fin y el andlisis estadistico se realizé con el programa SPSS version

18.0.

6.7.1 Validacion de la técnica ARCHITECT Ag HCV

Para la construcciéon de la tabla de contingencia se consideré la carga viral
como el método “gold standard” del diagnéstico de hepatitis C y esta variable se
categorizé en tres grupos: carga viral no detectada (0 Ul/ml), carga viral indetectable
(=15 UI/ml) y carga viral detectable (>15 Ul/ml). La deteccion del antigeno core del
VHC se categorizo en dos grupos: muestras reactivas (>3 fmol/l) y muestras no

reactivas (< 3 fmol/I).

A partir de esta tabla de contingencia se calcularon los indices de sensibilidad,
especificidad y valores predictivos del ensayo ARCHITECT HCV Ag junto a sus
intervalos de confianza del 95%. Para conocer cuanto mas frecuente es un resultado
positivo o negativo entre los infectados que entre los no infectados se calcularon los
coeficientes de probabilidad positivo y negativo respectivamente. Atendiendo a los

criterios que aparecen en la FIGURA 19 se interpreté el valor de dichos coeficientes.
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FIGURA 19: Interpretacion de los coeficientes de probabilidad

6.7.2 Curva ROC

Los valores de carga viral indetectable (<15UI/ml) no se tuvieron en cuenta y

se consideraron “casos perdidos”.

La curva ROC se obtuvo representando la sensibilidad en funcién de los falsos
positivos (1-especificidad) de la prueba diagnodstica, donde cada punto de la curva

representa un par sensibilidad/(1-especificidad) correspondiente a un nivel de

decision determinado.

6.7.3 Estudio de correlacion

Los valores de carga viral indetectable (<15UI/ml) no se tuvieron en cuenta y

se consideraron “casos perdidos”.

Para visualizar de forma mas directa e intuitiva el tipo de relacién existente
entre las variables, carga viral y antigeno core del VHC, se llevé a cabo la
transformacion de los datos empleando la raiz cuadrada con el fin de matizar la

difusiéon de la variable, y se realizé un grafico de dispersion colocando la variable
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antigeno core del VHC en el eje de abscisas y la variable carga viral en el de

ordenadas.

Teniendo en cuenta el Teorema del Limite Central consideramos que las
variables en estudio seguian una distribucién normal (n= 300; n>30) y los datos se
analizaron empleando una prueba paramétrica como es el coeficiente de correlacion

de Pearson.

6.7.4 Analisis de regresion lineal
Utilizamos el modelo lineal de regresion para predecir el nivel de carga viral
(variable independiente, Xi) a partir de la cuantificacion del antigeno core del VHC
(variable dependiente, Yi) detectado en una muestra de suero. Este modelo viene
dado por la ecuacion de una recta:

Yi=Bo+ B1 Xi

Siendo el coeficiente B1 la pendiente de la recta y Bo el punto en que la recta

corta el eje vertical.

Las pruebas paramétricas utilizadas fueron la t de Student y el ANOVA de

regresion. Un valor p < 0,05 se consider6 estadisticamente significativo.

6.7.5 Comparacion de medias

Se crearon 3 grupos en funcion de la carga viral obtenida y se calculé el valor

medio del antigeno core del VHC en cada uno de ellos:
Grupo 1: carga viral <102 UI/ml

Grupo 2: carga viral entre 102y 106 UI/ml
Grupo 3: carga viral >106 Ul/ml
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Se utiliz6 el test de ANOVA para comparar las medias entre grupos. Un valor p
<0,05 se consider6 estadisticamente significativo. Los datos se representaron

utilizando un diagrama de cajas.

6.8 Bibliografia

Como gestor bibliografico se ha utilizado un programa de software libre para

la gestion de referencias bibliograficas llamado Zotero.
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7 RESULTADOS
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Se realizé un estudio transversal seleccionando una muestra de pacientes
representativa de la situacidn real en la que se aplicaron las pruebas de cuantificacion
de la carga viral del VHC. Estas pruebas se aplican a pacientes con presencia de
anticuerpos anti-VHC o sospecha de hepatitis. Se estudiaron 300 muestras de suero
sanguineo. En todas las muestras se determin6 la carga viral de VHC y se cuantificé el

antigeno core del VHC, siendo estas las dos variables recogidas para el estudio:

1. Variable 1: carga viral del VHC (UI/ml)
2. Variable 2: antigeno core del VHC (fmol/1)

7.1 Validez de la técnica ARCHITECT Ag HCV

La validacién de la técnica se realizé definiendo el ensayo de deteccion de
carga viral como la técnica “gold standard” para clasificar a los pacientes en dos

grupos:

- Pacientes infectados: aquellos que tenian una carga viral >15
Ul/ml.

- Pacientes no infectados: aquellos que tenian una carga viral no

detectada o <15 Ul/ml.

En la Tabla 10 se recogen los resultados de la técnica ARCHITECT Ag

HCV aplicada a los pacientes con y sin infeccion.

Tabla 10: Tabla de contingencia carga viral y antigeno core del VHC

CARGA VIRAL (Ul/ml)

ANTIGENO CORE | NO INFECTADOS INFECTADOS | TOTAL
DEL VHC CV=0 CV<15 CV > 15

> 3 fmol/ml 1 (FP) 2 (FP) 126 (VP) 129

< 3 fmol/ml 142 (VN) 14 (VN) 15 (FN) 171
TOTAL 159 141 300
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Entre los resultados obtenidos encontramos:

- Verdaderos positivos (VP): pacientes infectados diagnosticados
como infectados con la técnica ARCHITECT Ag HCV.

- Verdaderos negativos (VN): pacientes sanos diagnosticados como
no infectados con la técnica ARCHITECT Ag HCV.

- Falsos positivos (FP): pacientes sanos diagnosticados como
infectados con la técnica ARCHITECT Ag HCV.

- Falsos negativos (FN): pacientes enfermos diagnosticados como no

infectados con la técnica ARCHITECT Ag HCV.

De los 300 sueros analizados, 159 no estaban infectados con VHC y 141 si lo
estaban. De los 159 sueros no infectados, 156 obtuvieron un valor de antigeno core del
VHC < 3 fmol/l y sélo 3 sueros obtuvieron un resultado de antigeno > 3 fmol/l (Tabla
11). Un volumen insuficiente de muestra nos impidi6 llevar a cabo la recomendacion del

fabricante de analizar por duplicado las muestras con valores de concentracién entre 3 y
10 fmol/L.

Tabla 11: Sueros no infectados con un resultado de antigeno core del VHC > 3

fmol/1
Carga viral Antigeno core VHC
(Ul/ml) (fmol/1)
Suero 1 0 6
Suero 2 15 4,48
Suero 3 15 4,08

De los 141 sueros infectados, 126 obtuvieron un valor de antigeno > 3 fmol/ly 15
obtuvieron un valor <3 fmol/l. De los 15 sueros infectados con un valor de antigeno <3
fmol/], 12 muestras presentaron valores de carga viral inferiores o igualesa 737 Ul/ml y

3 presentaron una mayor carga viral (Tabla 12).
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Tabla 12: Sueros infectados con un valor de antigeno < 3 fmol/1

Carga viral Antigeno core VHC
(UI/ml) (fmol/1)
Suero 1 37828,00 0
Suero 2 34450,98 1,34
Suero 3 6377,23 0,63
Suero 4 737,22 1,25
Suero 5 231,92 0
Suero 6 199,11 0,47
Suero 7 133,56 0
Suero 8 105,67 0,24
Suero 9 105,67 0
Suero 10 76,38 1,15
Suero 11 73,12 1,97
Suero 12 105,67 0
Suero 13 61,49 0,33
Suero 14 20,11 1,29
Suero 15 17,05 1,7

Como se observa en la Tabla 12 las cargas virales de los sueros en los que la
deteccion de antigeno core del VHC fue < 3 fmol/l fueron mayoritariamente inferiores a
750 Ul/ml. Solo tres cargas virales resultaron mas elevadas con valores de 6377, 34450

y 37828 Ul/ml.

Al trabajar con muestras anonimizadas no fue posible consultar la historia clinica

de estos pacientes.

Las cargas virales = 52671,43 Ul/ml (121/300) dieron positiva la deteccion
antigeno core del VHC. De las muestras con un resultado de carga viral entre 15 Ul/ml y
52671,43 (20/300), 15 muestras son las que aparecen en la Tabla 12 y las otras 5

dieron un valor de antigeno core del VHC >3 fmol/l con los siguientes valores de carga
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viral: 509, 2217, 18898, 24634 y 36803 Ul/ml (Tabla 13).

Tabla 13: Sueros infectados con carga viral entre 15y 52671,43 Ul/ml

Carga viral (Ul/ml) Antigeno core del VHC (fmol/1)
Suero1l | 36803,22 197,79
Suero 2 | 24634,55 10986,75
Suero 3 | 18898,37 34,74
Suero 4 | 2217,22 12,7
Suero5 | 509,4 692,65

A partir de los datos de la Tabla 10 se obtuvieron los indices de sensibilidad
(S), especificidad (E) y valores predictivos de la técnica ARCHITECT Ag HCV junto a
sus correspondientes intervalos de confianza del 95% que se muestran en la Tabla
14.

Tabla 14: Indices de exactitud de la técnica ARCHITECT Ag HCV.

Indice Valor estimado Intervalo de confianza 95%
(formula Limite inferior Limite superior
matematica)

Sensibilidad 0,89 0,85 0,95
(VP/VP+FN)

Especificidad 0,98 0,96 1

(VN(VN+FP)

VPP 0,98 0,95 1

(VP/VP+FP)

VPN (VN/VN+FN) | 0,91 0,88 0,96

VPP: valor predictivo positivo VPN: valor predictivo negativo
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7.2 Rendimiento de la técnica

A partir de los valores de S y E se calcularon los coeficientes de probabilidad

positivo (CPP) y negativo (CPN) (Tabla 15).

Tabla 15: Coeficientes de probabilidad

CPP 47,36 15,42 145,49
(S/1-E)

CPN 0,11 0,07 0,18
(1-S/E)

7.3 Curva ROC

La curva ROC (FIGURA 20) muestra que la técnica diagnéstica ARCHITECT
HCV Ag tiene una alta capacidad de discriminacién, con un area bajo la curva de 0,969
(Tabla 16). El punto de corte que maximizaria la capacidad de diagndstico de la
técnica fue de 6,21 (Tabla 17).

Tabla 16: Pardmetros curva ROC

Variables resultado de Intervalo de confianza
contraste asintotico al 95%
Sig. Limite Limite
Area  [Error tip.2 | asintéticab  |inferior superior
RaizCuadrada_Antigeno | ,969 ,011 ,000 ,947 ,990

La variable (o variables) de resultado de contraste: Raiz Cuadrada_Antigeno
tiene al menos un empate entre el grupo de estado real positivo y el grupo de estado
real negativo. Los estadisticos pueden estar sesgados .

a. Bajo el supuesto no paramétrico

b. Hipétesis nula: area verdadera = 0,5
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FIGURA 20: Curva ROC

Tabla 17: Coordenadas de la curva ROC

Variables resultado de contraste: antigeno core del VHC (fmol/1)

Positivo si es mayor o igual que2 | Sensibilidad 1 - Especificidad
-1,00 1,000 1,000
,01 ,972 413
,02 ,972 ,406
,03 ,972 ,399
,04 ,972 ,392
,06 ,972 ,385
,09 ,972 ,378
11 ,972 ,371
,13 ,972 ,364
,16 ,972 ,357
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,972
,972
,972
,965
,965
,965
,965
,965
,965
,958
,958
,958
,958
,958
,958
,951
,951
,951
,951
,951
,951
,944
,944
,944
,944
,944
,944
,944
,944
,944
,944
,944

,350
,343
,336
,336
,329
,322
,315
,308
,301
,301
,294
,280
,273
,266
,252
,252
,245
,238
,231
,224
,210
,210
,203
,196
,189
,182
, 175
,168
, 161
,154
, 147
,140
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1,03
1,07
1,11
1,15
1,17
1,21
1,21
1,23
1,27
1,29
1,31
1,34
1,36
1,40
1,42
1,44
1,47
1,52
1,57
1,65
1,83
1,97
2,15
2,71
3,12
4,33
5,68
5,94
6,21
9,56
12,95
17,18

,944
,944
,944
,944
,937
,937
,937
,937
,930
,930
,923
,923
,915
,908
,908
,908
,908
,908
,908
,908
,901
,901
,894
,894
,887
,887
,880
,873
,873
,866
,859
,852

, 133
,126
, 119
,105
,105
,098
,091
,084
,084
,077
,077
,070
,070
,070
,063
,056
,049
,042
,035
,028
,028
,021
,021
,014
,014
,007
,007
,007
,000
,000
,000
,000
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26,36
33,15
35,16
41,04
46,95
48,38
49,82
57,27
70,74
77,41
77,63
85,68
102,66
112,28
114,53
127,32
145,56
154,53
156,57
167,71
185,71
195,24
212,08
241,86
264,71
284,81
303,61
312,02
352,21
392,98
397,15
400,29

,845
,838
,831
,824
,817
,810
,803
,796
,789
,782
, 775
,768
,761
, 754
, 746
,739
, 732
,725
,718
, 711
,704
,697
,690
,683
,676
,669
,662
,655
,648
,641
,634
,627

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
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409,62
449,56
485,13
489,02
490,62
514,93
558,32
598,36
655,61
762,68
839,38
879,85
918,59
974,09
1079,29
1145,37
1179,31
1203,61
1207,96
1253,27
1321,58
1360,84
1413,72
1475,26
1539,98
1595,82
1839,50
2072,73
2204,16
2341,47
2373,32
2402,68

,620
,613
,606
,599
,592
,585
,577
,570
,563
,556
,549
,542
,535
,528
,521
,514
,507
,500
,493
,486
479
472
,465
,458
451
444
437
430
423
415
,408
401

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
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2419,98
2506,99
2820,47
3160,96
3308,08
3427,37
3527,60
3579,01
3633,84
3794,25
3928,40
3932,21
3991,31
4057,13
4120,44
4191,77
4235,00
4353,92
4448,54
4561,23
4819,79
5077,14
5284,86
5487,43
5620,89
5833,80
6559,93
7109,27
7118,01
7146,03
7548,54
8278,51

,394
,387
,380
,373
,366
,359
,352
,345
,338
,331
,324
317
,310
,303
,296
,289
,282
,275
,268
,261
,254
,246
,239
,232
,225
,218
211
,204
,197
,190
,183
,176

,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000

99



8664,57 ,169 ,000
8753,85 ,162 ,000
8890,40 ,155 ,000
9046,72 ,148 ,000
9371,49 , 141 ,000
9701,23 ,134 ,000
9929,89 , 127 ,000
10218,27 ,120 ,000
10672,98 ,113 ,000
11455,60 ,106 ,000
12120,12 ,099 ,000
12895,02 ,092 ,000
13543,67 ,085 ,000
14409,49 ,077 ,000
15800,56 ,070 ,000
17060,82 ,063 ,000
18721,46 ,056 ,000
19857,95 ,049 ,000
19999,70 ,042 ,000
20001,00 ,000 ,000

La variable (o variables) de resultado de contraste: fmol/] tiene al menos
un empate entre el grupo de estado real positivo y el grupo de estado real
negativo.

a. El menor valor de corte es el valor de contraste observado minimo
menos 1, mientras que el mayor valor de corte es el valor de contraste
observado maximo mas 1. Todos los demas valores de corte son la media de dos

valores de contraste observados ordenados y consecutivos.

7.4 Estudio de correlacion

En el diagrama de dispersion (FIGURA 21) observamos que cuanto mas altos son

los valores de una de las variables, mas altos son también los de la otra; a simple vista
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podemos intuir que la nube de puntos se sitiia en una linea recta ascendente indicando

la existencia de una relacién lineal positiva entre las variables estudiadas.

Obtuvimos un coeficiente de correlacion de Pearson de 0,804, siendo la

correlacion significativa (p < 0,01).

R? Lineal = 0,547

000,00

5000,00] o

gaViral

4000,00

3000,00]

RaizCuadrada_Car

2000,00

1000,00

(8]

- T T T T T T T
00 2000 4000 G000 8000 100,00 12000 14000
RaizCuadrada_Antigeno

FIGURA 21: Diagrama de dispersion
7.5 Analisis de regresion lineal
Con el procedimiento de regresion realizado estimamos la recta de regresion y
los estadisticos asociados al modelo de regresién simple. La Tabla 18 y la Tabla 19

son el resultado de analizar los datos del estudio sobre deteccidn del antigeno core y

carga viral del VHC con dicho procedimiento.
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Tabla 18: Resumen del modelo de regresion lineal

Error  tip. de la

Modelo |[R R cuadrado |R cuadrado corregida |estimacion

,4992 ,249 ,246 3683,429

a. Variables predictoras: (Constante), carga viral U[/ML

La Tabla 18 contiene los estadisticos del modelo estimado. Aparecen en ella el
coeficiente de correlacion maultiple R y su cuadrado R2 o coeficiente de determinacion.
R toma un valor de 0,499_y su cuadrado nos indica que el 24,9% de la variacion del
antigeno core del VHC es debido a variaciones en la carga viral. R? corregida es una
correccion a la baja de RZ que se basa en el nimero de casos y de variables
independientes. En nuestro estudio, como hay 300 casos y una sola variable
independiente, los dos valores de R? (el corregido y el no corregido) son
practicamente iguales. El bajo valor del error tipico de la estimacién obtenido nos

indica que el ajuste de la recta es aceptable.

Tabla 19: Resumen del ANOVA de la regresion

Modelo Suma de | Grados de | Media
cuadrados |libertad cuadratica |F Sig.
Regresion | 1,338E9 1 1,338E9 98,610 |,0002
Residual | 4,043E9 298 1,357E7
Total 5,381E9 299

a. Variables predictoras: (Constante), carga viral (Ul/ml)

b. Variable dependiente: antigeno core del VHC (fmol/1)

Finalmente obtuvimos la siguiente ecuacién para la recta de regresion:

Antigeno core del VHC = 1370,489 + 0,00001 Carga viral
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A cada valor de antigeno core del VHC le corresponde un prondstico de un

incremento constante de 1370,489 mas 0,00001 veces el valor de carga viral.

7.6

Comparacion de medias

En la Tabla 20 y en la Tabla 21 se recogen los resultados del ANOVA aplicado

para la comparaciéon de medias de antigeno core del VHC entre grupos con distinta

carga viral. La diferencia observada entre las medias de antigeno core en los

diferentes grupos resulto significativa (p<0,05). Para la representacidén grafica de los

datos se empleo el diagrama de caja (FIGURA 22).

Tabla 20: Estudio de comparacién de medias

Medi Intervalo de confianza
edia
|Carga viral Desviacién |Error para la media al 95%
UL/l N Antigeno
tpi tioi
(01/mD) core VHC piea 1pIco Limite Limite
inferior superior
<=102 164 |,50 ,882 ,069 ,37 ,64
102 - 106 70 923,36 |1671,152 199,741 |524,89 1321,83
>1096 66 7268,63 16360,668 782,944 |5704,98 8832,28
Total 300 (1814,82 |4242,270 244,928 |1332,82 2296,82
Tabla 21: ANOVA
Media
Suma de cuadrados Gl  |cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2,559E9 2 1,279E9 134,616 |,000
Intra-grupos 2,822E9 297 19503287,357
Total 5,381E9 299
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FIGURA 22: Diagrama de caja
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8 DISCUSION
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La hepatitis C es una infeccién viral que puede presentarse como una afecciéon
leve, de pocas semanas de duracion, o evolucionar a una enfermedad hepatica crénica
que puede provocar cirrosis y cancer de higado. Un 70-75% de las personas
infectadas desarrollara una infeccion cronica, y la mayoria de éstas presentaran
hepatitis cronica con un grado variable de progresion de la inflamacién y fibrosis
hepatica. De estos pacientes, un 10-20% evolucionaran a cirrosis tras 20-40 afios,
pudiendo producirse complicaciones graves como cirrosis descompensada y cancer
hepatico. Una vez establecida la cirrosis, el riesgo de carcinoma hepatico es de 1-4%
al afio. La hepatitis C es la primera causa de cancer de higado y de trasplantes de
higado en Europa lo que supone una carga importante para los sistemas sanitarios y

la sociedad.

Para el manejo clinico de los pacientes con esta enfermedad se utilizan cuatro
marcadores viroldgicos: los anticuerpos anti-VHC, el ARN viral, el genotipo del virus y
el antigeno core del virus. La deteccion de antigeno core del VHC se realiza
actualmente en pocos laboratorios, debido a que la técnica que parece dar mejores

resultados es de reciente aparicion y esta siendo evaluada.

Analizando las ventajas y desventajas de cada uno de los marcadores hemos
querido aclarar el potencial papel de la deteccion de antigeno core del VHC en el
algoritmo diagnéstico rutinario de la hepatitis C. La determinaciéon del genotipo viral
es siempre necesaria a la hora de establecer el tratamiento ya que no todos los

genotipos responden igual por lo que no formara parte de esta discusion.

En cuanto a la deteccién de anticuerpos anti-VHC es la prueba mas utilizada en
la mayoria de los laboratorios clinicos para descartar la infeccion por VHC. Teniendo
en cuenta que la aparicion de los anticuerpos anti-VHC ocurre entre 6 y 12 semanas
después de la exposicidn al virus, el problema mas comuin que presenta esta técnica
es la obtencidn de resultados falsos positivos en aquellos pacientes con un titulo bajo
de anticuerpos. Segun Kesli y cols. (12) entre la poblacién con una prevalencia de

anticuerpos anti-VHC por debajo del 10% (por ejemplo, donantes de sangre, personal
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militar, poblacion en general, trabajadores del sexo o personas atendidas en consultas
de enfermedades de transmision sexual), la proporcién de resultados falsos positivos

es aproximadamente del 35% (rango entre el 15y el 60%).

En las pruebas de cribado de anticuerpos anti-VHC se aconseja la utilizacién de
pruebas complementarias para confirmar las muestras positivas, excepto en los
sueros marcadamente reactivos (80) y, la realizacion de estas pruebas

complementarias suele retrasar el informe definitivo (10).

Segln recoge la guia de practica clinica de la Asociacién Europea para el
estudio del higado (EASL) (72) los anticuerpos anti-VHC son detectables mediante un
EIA en la inmensa mayoria de pacientes con infeccién por VHC, pero los resultados
del EIA pueden ser negativos en la fase inicial de la hepatitis aguda C y en los
pacientes con una profunda inmunosupresién. Ademas, tras la eliminacion del virus,
ya sea de forma espontdnea o inducida por el tratamiento, los anticuerpos anti-VHC
persisten sin que haya ARN de VHC aunque pueden reducirse y acabar

desapareciendo en algunos individuos.

Segun indican en la guia de practica clinica de la EASL, el diagnéstico de la
hepatitis C aguda tan solo puede realizarse de manera fiable si se puede documentar
una seroconversion a anticuerpos anti-VHC, puesto que no existe ningiin marcador
serolégico que demuestre que la infeccion por VHC se encuentra en la fase aguda.
Alrededor de un 50% de los pacientes con hepatitis C aguda presentaran anticuerpos
anti-VHC en el momento del diagnoéstico. En tales casos, puede sospecharse una
hepatitis aguda C si los signos y sintomas clinicos son compatibles con una hepatitis
aguda C: ALT > 10 x el limite superior de la normalidad, ictericia, ausencia de
antecedentes de hepatopatia cronica u otras causas de hepatitis aguda y/o si puede

identificarse un origen reciente probable de transmision.

Como ya se comentdé en su momento, la hepatitis en su fase aguda es la

mayoria de las veces asintomatica por lo que diagnosticar la infeccién en esta fase es
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complicado. En todos los casos, puede detectarse el ARN de VHC durante la fase

aguda, aunque puede haber periodos breves de ARN del VHC indetectable.

El diagndstico de hepatitis C crénica se basa en la deteccion tanto de
anticuerpos anti-VHC como de ARN del VHC en presencia de signos de hepatitis
crénica: elevacion de aminotransferasas u observaciones histoldgicas. Dado que en
los casos de infeccidon por VHC contraida de forma reciente la eliminacion espontanea
del virus es muy poco frecuente después de entre cuatro y seis meses de infeccion,
puede establecerse un diagnéstico de hepatitis C cronica después de ese periodo de
tiempo. En la poblaciéon en general, es mas importante informar respecto a la
existencia de infeccién crénica que informar respecto a la presencia o ausencia de

anticuerpos anti-VHC (81).

La determinacién de marcadores de replicacion viral permite identificar la
infeccion por el VHC durante el periodo de ventana seroldgica lo que resulta
especialmente util en el cribado de donantes de sangre, en pacientes con hepatitis
aguda seronegativa, o tras exposicion accidental percutanea a sangre contaminada. El
bajo nivel de virus circulante durante la infeccién hace necesario que el ARN del
virus tenga que ser amplificado usando técnicas moleculares que resultan caras y,
aunque proporcionan una deteccion fiable de la viremia en todas las fases de la
infeccion, su principal limitacién es la posibilidad de dar falsos positivos por
contaminacion. Es por ello que las técnicas moleculares requieren cierta experiencia
por parte del personal y resulta adecuada solo en laboratorios dotados con una

infraestructura destinada a llevar a cabo técnicas de biologia molecular.

Otro inconveniente de las técnicas de deteccion del ARN viral es que el ARN
viral puede ser temporalmente indetectable debido a la respuesta inmune. Durante
esos periodos de “no viremia” se pueden detectar anticuerpos anti-VHC y no
detectarse ARN viral por lo que seria necesario repetir la cuantificacion de la carga
viral unas semanas mas tarde en una nueva muestra (12). La cuantificacion de la
carga viral requiere un volumen de muestra minimo de 650 pl recogido en tubos con

EDTA y la duracion de la técnica es aproximadamente de 4 horas.
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Dado que la proteina core del VHC posee una estructura altamente conservada
en todos los genotipos virales, a partir del afio 2000 comenzaron a desarrollarse
técnicas capaces de detectar la presencia de antigeno core del VHC en pacientes con

sospecha de infeccion.

La primera técnica que se desarrolld para la deteccion y cuantificacion del
antigeno core del VHC fue un EIA incapaz de detectar el antigeno en presencia de
anticuerpos anti-VHC (5). Se desarrollé entonces una segunda generacidon de estos
test pero resultd ser incapaz de detectar el antigeno core del VHC en muestras con
valores de ARN inferiores a 20.000 UI/ml lo que limit6 su utilidad clinica (7). Segin
publicaron Song y cols. en el afio 2010 (9), la baja sensibilidad de los ensayos
desarrollados hasta el momento para la deteccién de antigeno core del VHC habia

supuesto un obstaculo para su uso clinico.

Recientemente se ha comercializado un nuevo método para la deteccion y
cuantificacion del antigeno core del VHC que utiliza la misma plataforma ARCHITECT
empleada para la determinacién de anticuerpos anti-VHC en muchos centros y, segiin
algunos autores, podria suponer un cambio en el enfoque diagnéstico de la infeccion
por el VHC ya que, respecto a los métodos de amplificacion de ARN, es un método mas
barato, rapido y no requiere una cualificacion especial del personal (8-13). El ensayo
ARCHITECT HCV Ag permite utilizar la misma muestra de suero requerida para la
deteccién de anticuerpos anti-VHC, necesita un volumen minimo de muestra de 110

ul y la duracion de la prueba es de tan solo 34 minutos.

El objetivo de nuestro trabajo ha sido evaluar la utilidad del ensayo
ARCHITECT HCV Ag®, disefiado para la deteccion del antigeno core del VHC, en el
diagnostico y/o control del tratamiento de la hepatitis C empleando muestras
clinicas. Se seleccionaron 300 sueros de pacientes con al menos una peticidn de carga
viral de VHC solicitada entre los meses de junio y diciembre de 2013 y se realizo6 la

técnica objeto del estudio.
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El rendimiento de todo test diagndstico se basa en su comparacién con un gold
standard o patrén de referencia y, en nuestro caso, utilizamos como gold standard la
cuantificacion de la carga viral por PCR a tiempo real ya que esta es la técnica que

define la presencia de infecciéon por VHC con la maxima certeza conocida.

El trabajo realizado aporta informacion sobre las caracteristicas de la técnica
ARCHITECT HCV Ag: validez y seguridad, rendimiento, correlaciéon con el gold
standard y potencial papel en el algoritmo diagndstico de la hepatitis C. Conforme a

estas caracteristicas se estructura la siguiente discusion.

VALIDEZ Y SEGURIDAD DE LA TECNICA ARCHITECT HCV Ag

Al comparar un test diagnostico con su gold standard, se pueden obtener
cuatro combinaciones si los resultados del test se expresan en forma binaria como es
el caso de la deteccién de antigeno core del VHC con la técnica en estudio (> 3 fmol/I:

Reactivo y < 3 fmol/l: No reactivo):

- Verdadero positivo (VP): Gold estandar > 15 Ul/ml y detecciéon de antigeno
core del VHC > 3 fmol/ml

- Verdadero negativo (VN): Gold estdndar < 15 Ul/ml y deteccién de antigeno
core del VHC < 3 fmol/ml

- Falso positivo (FP): Gold estandar < 15 Ul/ml y deteccién de antigeno core del
VHC > 3 fmol/ml

- Falso negativo (FN): Gold estandar > 15 Ul/ml y deteccion de antigeno core del

VHC < 3 fmol/ml

Estas combinaciones se pueden resumir en una tabla de contingencia de 2 x 2
como se refleja en la Tabla 10. A partir de esa tabla se han calculado distintas formas
de expresar el poder de discriminacion del test diagnostico objeto del estudio. Los
resumenes de las propiedades del test estudiadas aparecen en la Tabla 14 y Tabla

15.
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Es evidente que una buena prueba diagnoéstica es la que ofrece resultados
positivos en enfermos y negativos en sanos. Por lo tanto, las condiciones que deben
ser exigidas a un test son- validez y seguridad. La sensibilidad y la especificidad de un
test son medidas de su validez mientras que la seguridad viene determinada por los

valores predictivos .

La técnica objeto de estudio proporciona un resultado cuantitativo por lo que
la sensibilidad y la especificidad de la prueba dependen del punto de corte
establecido, en este caso, por el fabricante (3 fmol/l). Este punto de corte indica el
valor de la prueba a partir del cual se considera que un determinado paciente esta o
no infectado por el VHC. Cuando el punto de corte tiene una valor bajo, aumenta la
sensibilidad de la prueba de modo que la mayoria de los sujetos infectados seran
correctamente clasificados, pero a costa de un incremento de pacientes sanos que
seran diagnosticados como infectados. Por el contrario, si el punto de corte es mas
alto la prueba seria mas especifica y la mayoria de pacientes sanos serian
correctamente clasificados, pero a costa de un incremento de pacientes infectados no

identificados como tales.

Considerando como técnica de referencia la deteccion de carga viral del VHC y
como punto de corte de la prueba ARCHITECT HCV Ag el valor recomendado por el
fabricante (3 fmol/1) hemos obtenido una sensibilidad y especificidad del 89% y 98%
respectivamente. Hemos podido comprobar que nuestros datos son similares a los

aportados por otros autores.

Li Cavoli y cols. (11) realizaron un estudio en 92 pacientes sometidos a dialisis
y evaluaron varias técnicas diagnosticas de hepatitis C, entre ellas el ensayo de
deteccidon de antigeno core del VHC (Architect Abbott) y la carga viral del VHC por
PCR (TagMan Roche) y encontraron una sensibilidad del 90 % y una especificidad
del 100%.

Park y cols (8) también realizaron un estudio para ver si la nueva técnica

desarrollada por Abbott podia utilizarse como alternativa a la cuantificacién del ARN
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viral por PCR a tiempo real y obtuvieron una sensibilidad del 90% y una especificidad
del 100%. Kesli y cols. (12) obtuvieron una especificidad del 100% y mayor
sensibilidad, de 96,3%, al igual que Song y cols. (9).

Hadziyannis y cols. (13) también destacan en un estudio la mayor sensibilidad
de esta nueva técnica desarrollada por Abbott respecto a las desarrolladas

anteriormente.

Los conceptos de sensibilidad y especificidad permiten valorar la validez de la

prueba diagndstica, sin embargo, carecen de utilidad en la practica clinica.

Tanto la sensibilidad como la especificidad proporcionan informacién acerca
de la probabilidad de obtener un resultado concreto (positivo o negativo) en funcion
de la verdadera condicién del enfermo con respecto a la enfermedad. Sin embargo,
cuando a un paciente se le realiza una prueba y se obtiene un resultado, lo que
interesa conocer es la probabilidad de que el paciente esté realmente infectado o no
ante un resultado positivo o negativo de la prueba. Esta seguridad de la prueba viene
reflejada por los valores predictivos pero hay que tener en cuenta que, aunque los
valores predictivos, a diferencia de la sensibilidad y la especificidad, nos dan
informacioén clinicamente relevante, dependen de la prevalencia de la enfermedad. El
VPP disminuye a medida que la prueba se aplica a poblaciones con una baja
prevalencia de la infeccion ya que, en esas circunstancias, aumentan los resultados
falsos positivos. Por tanto, si un paciente tiene un riesgo mayor o menor de poder

estar infectado por el VHC, los valores predictivos variaran.

En nuestro estudio hemos obtenido un VPP del 98% y el VPN del 92%. Un 2%
de los pacientes que obtengan un resultado positivo de la prueba seran clasificados

como enfermos sin serlo y un 8% seran clasificados como sanos estando infectados.

En el estudio realizado por Li Cavoli y cols. (11) obtuvieron un VPP del 100% y
un VPN del 97%.
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En los estudios de Park y cols (8) y Kesli y cols. (12) obtuvieron un VPP del
100% y un VPN de 86,4% y 89,7% respectivamente.

Lo cierto es que el hecho de que la sensibilidad y la especificidad sean
independientes de la prevalencia hace que estos indices constituyan la forma mas

frecuente de expresar el rendimiento de un test a pesar de sus limitaciones.

Para dar soluciéon a las limitaciones de las medidas tradicionales hemos
recurrido a otros conceptos que permiten medir mejor el rendimiento de una prueba
diagndstica. Estos conceptos son las probabilidades pre-test y post-test y la razén de
verosimilitud o coeficiente de probabilidades y se trataran en el siguiente apartado

“rendimiento de la técnica”.

RENDIMIENTO DE LA TECNICA

En el transcurso de la consulta diaria, el médico puede estimar de manera

intuitiva la probabilidad de que sus pacientes padezcan o no hepatitis C.

En el manual practico de tratamiento de las hepatitis crénicas viricas del
Servicio de Medicina Interna del hospital Juan Canalejo de La Corufa (82)
encontramos recomendaciones de cribado antivirus de la hepatitis segiin grupo y
probabilidad de riesgo de infeccién (FIGURA 23) asi como el contenido basico de la

anamnesis en pacientes con hepatitis cronica virica (FIGURA 24).
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GRUPO RIESGO DE | CRIBADO CRIBADO
INFECCION | VHB VHC

ADVP Alto Si Si

Receptores de factores de | Alto No Si

coagulacién antes de 1987

Receptores de sangre Alto No Si

u érganos antes de 1992

Pacientes con Alto Si Si

hipertransaminemia

Pacientes con VIH Alto Si Si

Pacientes en hemodialisis Medio Si Si

Personas con enfermedades | Medio? Si Si

hepaticas sin diagnosticar

Poblacién penitenciaria Medio Aconsejable | Aconsejable

Personal sanitario Bajo Si se produce | Si se produce
exposicion exposicion

Personas promiscuas Alto/bajo Si No

Pareja sexual estable Alto/bajo Si No

de infectado

FIGURA 23: Recomendaciones de cribado antivirus hepatitis segin grupo y
probabilidad de riesgo de infeccion
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ANTECEDENTES FAMILIARES

ANTECEDENTES PERSONALES
1. Transfusiones y hemoderivados
2. Intervencion quirirgica mayor/menor o ingreso hospitalario
3. Exposiciones de riesgo
HABITOS
1. Consumo de drogas ilegales
2. Uso de drogas por via parenteral o nasal
3. Promiscuidad sexual
4. Tatuajes o piercings
5. Consumo de alcohol y/o farmacos
6. Riesgo laboral
ENFERMEDADES CONCOMITANTES
. Obesidad
. Enfermedades tiroideas
. Diabetes
. Hiperlipidemia
. Infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
. Enfermedades autoinmunes
7. Insuficiencia cardiaca

SINTOMAS Y/O SIGNOS DE DANO HEPATICO
1. Astenia y anorexia. Fiebre o febricula
2. Nauseas o vomitos
3. Prurito
4. Dolor en hipocondrio derecho
5. Arafias vasculares u otros estigmas de hepatopatia crdnica
6. Edemas

oyt & W k=

FIGURA 24: Contenido basico de la anamnesis en pacientes con hepatitis cronica
virica
Siguiendo esas recomendaciones, el médico puede clasificar al paciente dentro
del grupo de alto, medio o bajo riesgo de tener hepatitis C. En cualquier caso habra
calculado, de manera inconsciente, la probabilidad de padecer hepatitis C, sin haberla

cuantificado. Esa probabilidad se denomina probabilidad pre-test. y, ademas, es

posible cuantificarla aunque en nuestro caso no ha sido posible por no disponer de
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los datos adecuados. Para ello bastaria, por ejemplo, recoger prospectivamente los
resultados de las futuras 100 detecciones de antigeno core del VHC con la técnica
objeto de nuestro estudio en pacientes cuyo cuadro clinico hiciera necesario
descartar la infeccion por VHC y comprobar en cuantas de ellas se confirma la
infeccion. Si se confirmara en 35 casos podriamos decir que la probabilidad pre-test,

en nuestro ejemplo, es del 35%.

Los coeficientes de probabilidad nos indican las veces que el resultado del test
diagnostico en estudio aumentara o disminuira la probabilidad pre-test de padecer
hepatitis C. Por, tanto, conocida la probabilidad pre-test y los coeficientes de
probabilidad, tras aplicar el test diagndstico obtendremos la probabilidad post-test

de estar infectado por el VHC.

En nuestro caso hemos obtenidos unos coeficientes de probabilidad positivo y
negativo de 47,36 y 0,11 respectivamente. Por tanto, en un paciente infectado por
VHC es 47,36 veces mas probable detectar el antigeno core que en un paciente sano y
no detectar el antigeno core del VHC en un paciente infectado es muy poco probable
(0,1 veces). Estos parametros son utiles para determinar la potencia diagnéstica de la
prueba. Dado que el valor del CPP es >10 (y CPN es <0,1) podemos decir que la
técnica evaluada es una prueba muy potente que apoya fuertemente el diagndstico

(83).

La forma mas sencilla de calcular la probabilidad post-test es utilizando el
normograna de Fagan (FIGURA 25), una herramienta que nos permite, conociendo la
probabilidad pre-test (prevalencia), calcular la probabilidad de estar sano o enfermo

utilizando el CPP o el CPN, respectivamente.
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FIGURA 25: Normograma de Fargan

La FIGURA 25 muestra un ejemplo que asume una probabilidad pre-test del
40%. Un CPP de 20, haria que la probabilidad post-test ascendiera hasta el 95% y
serfa muy probable que el paciente estuviera infectado. Un CPN de 0,01
proporcionaria una probabilidad post-test del 0,5%, con lo que probablemente se

podria descartar la infeccion.
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ESTUDIO DE CORRELACION

El diagrama de dispersion que hemos realizado con los datos recogidos nos ha
permitido hacernos una idea bastante aproximada sobre el tipo de relacidn existente
entre la cuantificaciéon del ARN viral por PCR a tiempo real y la cuantificaciéon del
antigeno core del VHC con la técnica objeto de nuestro estudio. La nube de puntos
obtenida se ajusta bastante bien a una linea recta al igual que hemos observado en

otros trabajos publicados (8,9,12,13).

Para estudiar la posible existencia de relacién entre la carga viral de VHC y la
cantidad de antigeno core del VHC hemos realizado un andlisis de correlacién y
regresion, utilizando el coeficiente de correlaciéon de Pearson. El resultado ha sido r=
0,804 (p<0,01) lo que indica que existe una buena relacién lineal entre ambos

parametros.

En otros trabajos consultados los valores del coeficiente de correlaciéon son
también similares a los nuestros. Hadziyannis y cols. (13) y Moscato y cols. (84),
obtuvieron un valor de 0,8, Kesli y cols. (12), de 0,907 y Park y cols. (8), obtuvieron

un coeficiente de correlacion de 0,9464 al igual que Song y cols. (9).

POTENCIAL PAPEL DEL ANTIGENO CORE DEL VHC EN EL ALGORITMO
DIAGNOSTICO DE LA HEPATITIS C

La hetatitis C en Espafia es una enfermedad de declaracidn obligatoria y en los
protocolos de la red nacional de vigilancia epidemiologica publicados en el afio 2013
(85), la detecciéon de antigeno core del VHC aparece como alternativa a la deteccion
del ARN viral dentro de los criterios que debe cumplir un paciente para ser clasificado
como “caso” y en la definicion de “infecciéon aguda reciente”. Ambas técnicas son

consideradas pruebas que indican infeccién en curso.
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Revisando los articulos recogidos en PubMed desde 2010 hasta la fecha sobre
la técnica ARCHITECT HCV Ag (Abbott Diagnostics), hemos comprobado que son
varios los autores que han evaluado esta nueva técnica de deteccion de antigeno core
del VHC y, al igual que nosotros, ponen de manifiesto que el ensayo desarrollado por
Abbott Diagnostics puede ser una alternativa a los métodos moleculares empleados

actualmente para detectar la carga viral del VHC.

En el afno 2010 Park y cols. (8) evaluaron la técnica ARCHITECT HCV Ag
utilizando como gold estandar el ensayo Roche Cobas Tagman y concluyeron que el
ensayo de deteccidn de antigeno core del VHC podria ser una alternativa a la RT-PCR.
Este mismo afio, Song y cols. (9) también evaluaron la técnica y concluyeron que
presentaba una buena sensibilidad, precisién y correlaciéon lineal con los niveles de
ARN viral por lo que podria usarse como un buen marcador de replicacién viral para

monitorizar la respuesta al tratamiento en pacientes con infeccién croénica.

En el afio 2011 Moscato y cols. (84) realizaron un trabajo en pacientes con
hepatitis C crénica en tratamiento y concluyeron que la carga viral y la detecciéon de
antigeno core del VHC pueden ser utiles. Medici y cols. (68) proponen que la
deteccion de antigeno se realice a los pacientes con anticuerpos anti-VHC para
confirmar o excluir la infeccién activa y a pacientes con hepatitis aguda o
pertenecientes a grupo de riesgo. Yuksel y cols. (86) también evaluaron la técnica y
creen que la detecciébn de antigeno core del VHC podria ser una ventaja en
laboratorios que no tienen disponibles técnicas de PCR. Kesli y cols. (12) consideran
que la técnica es muy especifica, sensible, segura, facil de montar, coste-efectiva y
aplicable como screening, prueba suplementaria, y confirmatorio de pacientes con

anticuerpos anti-VHC.

En el afio 2012 Vermehren y cols. (87) evaluaron la técnica durante la
monitorizacion del tratamiento de pacientes con hepatitis C crénica infectados con
virus del genotipo 1 y concluyeron que la técnica podia ser util. Kuo y cols. (88)
realizaron un estudio en el que vieron que la deteccién de anticuerpos anti-VHC y la

deteccién de antigeno core del VHC podian predecir bien la viremia mientras que la
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combinacién de ambos marcadores puede proporcionar un mejor resultado. Dawson
(89) puso de manifiesto que los test seroldgicos para detectar anticuerpos anti-VHC
no pueden diferenciar entre pacientes que han resuelto la infecciéon y pacientes con la

infeccion activa a diferencia del antigeno core del VHC.

En el afio 2013 siguieron apareciendo publicaciones que evaluaban la nueva
técnica desarrollada por Abbott para la deteccion de antigeno core del VHC.
Hadziyannis y cols. (13) se preguntaron si el antigeno core del VHC era un marcador
seguro de carga viral y realizaron un estudio tras el cual determinaron que su papel
en el diagndstico y otras aplicaciones clinicas se basaba en la relacion coste-efectivo.
Ottiger y cols. (90) propusieron un nuevo algoritmo para confirmar la presencia de
anticuerpos anti-VHC: segin estos investigadores la detecciéon de antigeno core del
VHC podria aplicarse para diferenciar las infecciones activas o resueltas y los

resultados falsos positivos de anticuerpos anti-VHC.

En el afio 2014 Reyes-Mendez y cols. (91) propusieron incorporar la detecciéon
de antigeno core del VHC al algoritmo diagnostico para confirmar la presencia de
anticuerpos anti-VHC como alternativa a las técnicas moleculares en aquellos
laboratorios que no tienen un facil acceso a estas ultimas técnicas. Garbuglia y cols.
(92) obtuvieron resultados que sugerian que la deteccién de antigeno core del VHC
representaba una herramienta adecuada para determinar la infeccién en curso en
pacientes infectados con VIH al resultar mas barata y mas rapida que la cuantificaciéon
del ARN viral. Chevaliez y cols (93) encontraron el ensayo altamente especifico y facil
de montar. Buket y cols. (94) evaluaron la técnica de deteccidon de antigeno core del
VHC desarrollada por Abbott y concluyeron que podia usarse en el diagnoéstico de
hepatitis C ya que era una técnica barata, sencilla y mostraba alta especificidad
(100%) y valor predictivo positivo (100%). Sugerian la necesidad de realizar mas
estudios para aclarar el potencial papel de la técnica dados los valores de sensibilidad
(86,5%) y valor predictivo negativo (59,4%) que habian obtenido en su estudio. Cabe
destacar que estos valores de sensibilidad y valor predictivo negativo son los mas

bajos encontrados entre las publicaciones que hemos consultado.
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En el afio 2015 hay dos publicaciones, en una recomiendan la implementacién
del ensayo en el screening de rutina en poblaciones de riesgo como hombres que
mantienen sexo con hombres infectados con el VIH (95) y en la otra recomiendan su

implementacion en donantes de sangre y UDVP (96).

La evaluacién que nosotros hemos llevado a cabo de la prueba ARCHITECT
HCV Ag junto a la revision bibliografica realizada nos lleva a plantearnos en que
situaciones podria ser util el uso de la nueva técnica desarrollada por Abbott para la

deteccién de antigeno core del VHC.

La hepatitis C detectada a tiempo puede considerarse una enfermedad curable,
de lo contrario, puede evolucionar hacia una enfermedad grave. Por ello, es
importante tener en cuenta a la hora de dar un diagnéstico que la peor equivocaciéon

que se puede cometer es dar un diagnoéstico falso negativo.

Revisando los grupos en los que se deberia testar el VHC (donantes de
tejidos/sangre, pacientes en hemodialisis y sanitarios que realicen procedimientos
con riesgo de exposicion a fluidos biolégicos) y los grupos de personas a los que se les
deberia ofrecer la realizacién de pruebas para descartar la infecciéon por VHC (todas
las personas nacidas a partir de 1945 hasta 1965, personas con
hipertransaminasemia no filiada, usuarios actuales o antiguos de drogas por via
parenteral, incluidos los que se inyectaron solo una vez y no se consideran a si
mismos consumidores de drogas, portadores del VIH, personas que han recibido
hemodialisis, hemofilicos que recibieron concentrados de factores antihemofilia antes
de 1987, personas con antecedente de transfusidon sanguinea y/o trasplante antes de
1992, hijos de madres con infeccion por VHC, sanitarios tras pinchazo accidental o
exposiciéon mucosa con sangre VHC+, personas que recibieron tratamiento médico o
dental en paises donde la prevalencia del VHC es comtn y los métodos de control de
infeccion son pobres, portadores de piercings o tatuajes en circunstancias donde el
procedimiento de control de la infeccién se sospecha que no es ptimo, personas con
multiples parejas sexuales, contactos sexuales con portadores del VHC e inmigrantes

de paises de prevalencia elevada de infecciéon por VHC) hemos intentado ver en que
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situaciones los pacientes podrian beneficiarse de la técnica evaluada en este trabajo

analizando cada uno de los grupos.

Donantes de tejidos:

En el Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de julio, se establecen las normas de
calidad y seguridad para la donacidn, la obtenciodn, la evaluacidn, el procesamiento, la
preservacion, el almacenamiento y la distribucién de células y tejidos humanos y se
aprueban las normas de coordinacién y funcionamiento para su uso en humanos (97).
En este Real Decreto indican realizar la detecciéon de anticuerpos anti-VHC y, solo en

caso de progenitores hematopoyéticos, realizar ademas PCR.

Teniendo en cuenta que en los pacientes hemodializados asi como en los
inmunodeprimidos, las pruebas de deteccion de anticuerpos son menos sensibles que
en la poblacion general, en es estas circunstancias, la deteccién de antigeno core del
VHC permite reducir el periodo ventana (98) y, realizada en paralelo con la
determinacion de anticuerpos anti-VHC pensamos que ayudaria tanto a confirmar

como a descartar la infecciéon con mayor seguridad (Tabla 22).

Donantes de sangre:

Siguiendo la normativa espafiola descrita en el Real Decreto 1088/2005 (99),
los centros y servicios de transfusion deben cumplir unos requisitos técnicos y
condiciones minimas de calidad de las donaciones de sangre y los derivados
sanguineos, para garantizar la seguridad de todos los posibles receptores de
hemoderivados (99). En las donaciones de sangre total, donaciones por aféresis y
autodonacion de predepdsito se realizaran, entre otras pruebas analiticas la
deteccidon de anticuerpos anti-VHC y pruebas de amplificacion genomica del acido
nucleico del VHC. Teniendo en cuenta este Real Decreto descartamos la posibilidad de

incorporar la deteccion de antigeno core del VHC en los donantes de sangre.
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Personas con algun factor de riesgo descrito:

Los pacientes con una exposicion de riesgo reciente se ven obligados a
esperar entre 6 y 12 semanas para poder ser diagnosticados ya que ese es el tiempo
de ventana seroldgica durante el cual los anticuerpos anti-VHC no son detectados. En
estos casos, la deteccion de antigeno core del VHC evitaria la espera del paciente y la
infecciéon activa podria diagnosticarse de forma precoz (1-2 semanas tras la
exposicion) aplicando una técnica rapida, barata y facil de montar. En estos casos
también creemos que seria util afiadir en paralelo a la deteccién de anticuerpos anti-

VHC la deteccién de antigeno core del VHC (Tabla 22).
Poblacion en general:

En estos casos la Unica prueba que se realiza es la deteccién de anticuerpos
anti-VHC y un resultado negativo descarta la infecciéon. Nos parece importante volver
a resaltar que en determinadas situaciones, periodo ventana o inmunosupresion, la
deteccién de antigeno core del VHC permite reducir el periodo ventana (98) vy,
realizada en paralelo con la determinacién de anticuerpos anti-VHC ayudaria tanto a

confirmar como a descartar la infeccién con mayor seguridad (Tabla 22).

Tabla 22: Interpretacién de la realizacion de pruebas en paralelo

Interpretacién

POSITIVO POSITIVO  Infeccion activa

POSITIVO  NEGATIVO Confirmar anticuerpos si el resultado no es marcadamente positivo
Valorad posible FN del antigeno

NEGATIVO POSITIVO Valorad posible FN de los anticuerpos
Posible infeccidn activa en paciente inmunodeprimido o en
periodo ventana

NEGATIVO NEGATIVO No infeccion
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El potencial papel que creemos puede tener la técnica desarrollada por Abbott
para la deteccién de antigeno core del VHC en el algoritmo diagndstico de la infeccion

por VHC se refleja en la FIGURA 26.

Donante tejido
Factor de riesgo
existente
Poblacion en general

Donante sangre

Anti-VHC
Antigeno core del VHC

Anti-VHC | Antigeno core VHC

POSITIO POSITIVO Infeccién activa

NEGATIVO NEGATIVO No infeccion

POSITIVO NEGATIVO Confirmar anticuerpos si no son marcadamente reactivos
Valorar FN del antigeno

NEGATIVO POSITIVO Valorar periodo ventana, inmunosupresion o FN del anti-
VHC

FIGURA 26: Potencial papel del antigeno core del VHC en el algoritmo diagndstico de
la infeccién por VHC

Realizando en paralelo la determinacion de anticuerpos anti-VHC y la
deteccién de antigeno core del VHC cualquier positivo en alguna de ellas llevaria a
detectar el problema en principio, y si todas las pruebas son negativas llevaria

asociado un elevado VPN necesario para descartar la enfermedad.
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9 CONCLUSIONES
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. La técnica evaluada posee una sensibilidad del 89% y una especificidad del

98%.

. El VPP obtenido indica que el 98% de los pacientes en los que se detecta
antigeno core del VHC con la técnica de estudio resultan estar infectados. Un

2% de infectados pueden no ser diagnosticados como tales.

. E1 VPN obtenido indica que en el 91 % de los pacientes en los que no se detecta

el antigeno core del VHC no estaran infectados.

. Disponer de los datos necesarios para calcular la probabilidad pre-test

resultaria util para mejorar la interpretacion de los resultados.

. Los coeficientes de probabilidad resultan ser una herramienta util para
predecir la probabilidad de estar infectado por el VHC después de realizar el

test.

. El estudio de correlacion entre las variables estudiadas demuestra que existe

una buena correlacién entre ambas.

. Con los resultados obtenidos no podemos indicar un nivel de carga viral por
debajo del cual la técnica ARCHITECT HCV Ag no vaya a detectar el antigeno
core del VHC.

. Recomendariamos la deteccion de antigeno core del VHC en paralelo con la
detecciéon de anticuerpos anti-VHC en donantes de tejido, pacientes
hemodializados y poblacion en general. De este modo, cualquier positivo en
alguna de ellas llevaria a detectar el problema en principio, y si todas las
pruebas son negativas llevaria asociado un elevado VPN necesario para

descartar la enfermedad.
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ANEXO I: Aprobacion de los laboratorios

Las responsables de los Laboratorios de Microbiologia y Parasitologia del
Hospital Universitario Morales Meseguer de Murcia, la Dra. Rosa Blazquez Garrido, y
del Hospital General Universitario de Albacete, la Dra. Maria Dolores Crespo Sanchez,
aprueban la realizacién de esta investigacidon para llevar a cabo el trabajo de Tesis

Doctoral de Dfia. Maria Rosario Vicente Romero.

Fdo: Dra. Rosa Blazquez Garrido Fdo: Dra. Maria Dolores Crespo Sanchez
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