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Resumen

La infeccién por el virus de la hepatitis C se ha converti-
do en una enfermedad emergente en la poblacién de pa-
cientes VIH+/SIDA. En los Ultimos afios se han desarro-
llado multitud de técnicas de laboratorio para permitir
un diagndéstico mas precoz asi como permitir un mejor
seguimiento de la enfermedad y su respuesta al trata-
miento. Es por eso que se hace necesario realizar una
revision de todos los ensayos disponibles y ajustar sus
indicaciones.
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Summary

Hepatitis C virus infection has became in an emerging
disease in HIV+/AIDS population. In last few years many
laboratory assays have been developed to allow the most
appropiate approach to diagnose HCV infection and mo-
nitor infected patients. For that reason, we think that it's
necessary to review the available test for the diagnosis
and monitoring of HCV infection and adjust their
indications.
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Introduccion

Entre las enfermedades emergentes de la actualidad,
la hepatitis C ha pasado a tener una gran importan-
cia no solo en la poblacion general o donantes de
sangre, sino de manera especial constituye la prime-
ra infeccion en enfermos VIH+/SIDA donde ha des-
plazado a otras como la tuberculosis.

Por ello consideramos de gran interés el poner al dia
este tema para lo que hacemos una revision del mis-
MO en sus conocimientos actuales. En este primer
trabajo se revisan los sistemas de laboratorio para
su diagnéstico.

Ensayos de laboratorio
para el diagnostico de la infeccion
por el virus de la hepatitis C

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus RNA
perteneciente a la familia Flaviviridae que no preci-
sa de artropodos para su transmision, siendo la via
parenteral la forma ideal para su propagaciont. Es
un virus que provoca una infecciéon aguda en la ma-
yor parte de los casos asintomatica y cuya peculiari-
dad estriba en la alta tasa de cronicidad (considera-
da como la no eliminacion completa del virus en més
de 6 meses) que se estima segln las series entre un
55 y un 85%2.

El virus de la hepatitis C presenta un genoma consis-
tente en una molécula de ARN monocatenario lineal
de sentido positivo de 9,5 Kb, lo que le otorga la
capacidad para codificar una poliproteina de alrede-
dor de 3000 aminoécidos, resultado de la traduc-
cion de la secuencia completa del genoma. Poste-
riormente, se produce una rotura proteolitica provo-
cada por una proteasa codificada por el propio vi-
russ.

Las secuencias correspondientes a las proteinas es-
tructurales capside y envuelta, se sitdan en el tercio
5' mientras que el resto, corresponde a proteinas no
estructurales (NS2, NS3, NS4, NS5). Las tres pri-
meras, NS2, NS3 y NS4, son enzimas que partici-
pan en la replicacion del genoma y en el procesa-
miento de la poliproteina resultante. Por otra parte,
la proteina no estructural NS5, corresponde a la RNA
polimerasa viral®.

En los extremos 5' y 3' se encuentran secuencias
reguladoras no codificantes de proteinas y que se
encuentran altamente conservadas en todas las ce-
pas de VHC. El resto de genoma viral, presenta una
variabilidad genética mas o menos regular que per-
mite agrupar las cepas de virus C en diferentes
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genotipos. Las secuencias situadas entre las regio-
nes E1 y E2 muestran una variabilidad extrema, cons-
tituyendo la region hipervariable (RHV)®.

Todas las proteinas codificadas por el genoma viral
se pueden comportar como epitopos antigénicos ca-
paces de generar respuesta inmune durante la infec-
cion natural®. A lo largo de la historia natural de la
infeccion por virus C, la respuesta inmunoldgica
mayoritaria aparece contra las proteina core, NS3'y
NS4. También, pero en menor medida, contra la pro-
teina NS5°. Se considera que la respuesta frente a
las proteinas core y NS3 es la més precoz tras pro-
ducirse la primoinfeccién’®, siendo a su vez la res-
puesta frente al core la mas persistente pudiendo ser
la Gnica detectable después de una infeccion anti-
gua resuelta®.

Se cree muy probable que los principales epitopos
involucrados en la neutralizacion del VHC por
anticuerpos, se codifiquen en el extremo 5' de la re-
gién E2, que como se ha visto, presenta una gran
variabilidad. Esto se traduciria a su vez en una gran
variabilidad antigénica que podria ser un mecanis-
mo que utilizara el virus para escapar del sistema
inmune y convertirse en un factor importante que
explicaria su tendencia a cronificar!.

Son muchas las situaciones en las que interesa rea-
lizar un diagndéstico o aproximacion al mismo de la
infeccion por virus de la hepatitis C. Asi, seria util
como cribado en poblacion de bajo riesgo como pu-
dieran ser donantes de sangre, busqueda de infec-
cién en pacientes que presentan practicas o factores
de riesgo o en pacientes que posean alteraciones
analiticas. La exposicion al virus de la hepatitis C se
determina mediante la deteccion de anticuerpos IgG
anti-VHC especificos en suero; mientras que la in-
feccion activa se demostraria por la presencia de RNA
del virus en sangre o de proteinas estructurales del
mismo.

Las pruebas diagnésticas de laboratorio se dividen
clasicamente en métodos de cribado, métodos su-
plementarios y métodos moleculares. Mencion apar-
te merecen los métodos desarrollados para la deter-
minacion del genotipo viral que combinan pruebas
seroldgicas y moleculares.

Métodos de cribado

El enzimo inmunoanalisis (EIA) indirecto y el de
microparticulas (MEIA) para la deteccion de anti-
cuerpos IgG especificos son las técnicas habitual-
mente utilizadas. El EIA ofrece las ventajas de ser

una técnica relativamente poco costosa, y sobre todo
permite su adaptacion a sistemas automatizados lo
gue posibilita el manejo de un gran volumen de
muestras en poco tiempo. El primer ensayo EIA se
desarroll6 en 1990 y utilizaba una sola proteina
recombinante como antigeno (c100-3) epitopo de
la proteina no estructural NS4'2. Este test, poseia
una baja sensibilidad para poblaciones de alta pre-
valencia (aproximadamente el 80%) y poseia una
alta tasa de falsos positivos en poblaciones de baja
prevalencia como los donantes de sangre'®. Ade-
mas, la seroconversion en pacientes con infeccion
aguda no se detectaba hasta tres meses 0 mas des-
pués de la infeccion®®. Estas circunstancias guiaron
al desarrollo de EIA de segunda generacién mas
sensibles y especificos y que fueron aprobados para
su uso por la Food and Drug Administration (FDA)
en 1992. Los ensayos de segunda generacion in-
corporaron antigenos recombinantes (c33c y c200)
de regiones no estructurales (NS3 y NS4) junto con
un antigeno de la regién estructural core del VHC
(c22-3). Los ensayos de segunda generacion detec-
taron anticuerpos en un 20% mas de pacientes con
hepatitis no A no B aguda y en un 10% mas con
hepatitis crénica que los de primera generacion y
adelantaron el tiempo de deteccion de anticuerpos
en 30 a 90 dias'. La introduccion de EIA de segun-
da generacién en bancos de sangre redujo
espectacularmente la incidencia de hepatitis C
postranfusional. En 1996 la FDA aprobd las prue-
bas de tercera generaciéon que, a las existentes,
afiadieron proteinas de la region NS5 y se modifi-
¢0 la proteina de la region NS3 para aumentar aun
mas su sensibilidad. En algunas series, estos en-
sayos de tercera generacion detectaron anticuerpos
una media de 26 dias antes en 5 de 21 pacientes
con hepatitis C postransfusional®® y su sensibili-
dad es ligeramente superior a los de segunda ge-
neracion en poblaciones de alta prevalencia®®. Se-
gun otros estudios publicados, en paises en vias
de desarrollo donde los recursos son escasos y por
tanto el uso de métodos suplementarios no es ge-
neralmente posible, el uso de pruebas de tercera
generacion resultaria suficientemente seguro para
detectar exposicion al VHC sin usar métodos su-
plementarios?®.

Recientemente, se ha desarrollado un nuevo
inmunoensayo cuantitativo y cualitativo que detecta
el antigeno core total de la nucleocapside del virus
de la hepatitis C en suero o EDTA plasma en presen-
cia 0 ausencia de anticuerpos frente al VHC. Las in-
dicaciones de este nuevo ensayo podrian ser: detec-
cion de viremia por VHC en infecciones en fase agu-
da (aun cuando el paciente es seronegativo), detec-
cién de viremia por VHC en individuos seropositivos,
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monitorizacion de la respuesta virémica durante el
tratamiento y monitorizacion de las potenciales reci-
divas postratamiento?®.

Métodos suplementarios

Estas pruebas estan disefiadas para conocer qué
antigenos virales son los responsables de la
reactividad en las pruebas de ELISA convencional.
Los sueros que han dado previamente un resultado
positivo en la prueba de cribado inicial deben ser en
la mayoria de casos confirmados mediante el uso de
estas pruebas suplementarias. Estas técnicas de
inmunoblot son mas especificas que los EIA pero
menos sensibles por lo que no deben usarse como
método inicial de cribado?®.

La técnica més usada se basa en el formato RIBA
(recombinant inmunoblot assay), esta técnica, desa-
rrollada inicialmente por Bayer-Chiron, se trata de
un inmunoensayo sobre tiras de nitrocelulosa al que
se han adherido individualmente los diferentes
antigenos utilizados en las pruebas de EIA. Al igual
que estas Ultimas, las pruebas RIBA también se han
ido desarrollando en distintas generaciones. La pri-
mera version, contenia unas bandas que compren-
dian el antigeno original que codificaba 5-1-1 pro-
ducido por Escherichia coli y el antigeno ¢100-3
producido en células de levadura, asi como una ban-
da de SOD (superdxido dismutasa humana). La SOD
es la proteina portadora de los antigenos recombi-
nantes y su uso como banda en solitario se utiliza
para identificar reacciones inespecificas. Ademas
estas pruebas de primera generacién contenian otras
dos bandas de control de las IgG. Esta prueba poseia
poca sensibilidad y especificidad por lo que pronto
se desarrollaron técnicas de segunda y tercera gene-
racion. El RIBA de segunda generacién incorporaba
dos antigenos, uno del gen no estructural (c33c) y
otro del core (c22-3). El RIBA de tercera generacion
es mas sensible y especifico ya que se ha afiadido a
lo anterior una proteina modificada y dos antigenos
sintéticos (c100p y c22p), asi como la proteina
recombinante NS5'718,

Una prueba de inmunoblot se considera positiva cuan-
do la muestra reacciona frente a dos 0 mas proteinas
(sin contar la proteina transportadora SOD); se con-
sidera negativa cuando no se detecta reactividad fren-
te a ninguna de las proteinas o sélo lo hace frente a
la SOD. El resto de posibilidades se considerara como
patrén indeterminado. Los resultados indetermina-
dos, si bien han disminuido en nimero con las prue-
bas RIBA de tercera generacion, son mas frecuentes

en poblaciones de bajo riesgo como puede ocurrir en
donantes de sangre. La introduccion en estas técni-
cas de la proteina core disminuyd el tiempo de
seroconversion a 6-7 semanas debido a que como
se comentd en otro punto los anticuerpos frente a
esta proteina son de los primeros en aparecer en la
mayoria de personas; sin embargo también es la res-
ponsable de la aparicion de falsos positivos en las
pruebas de cribado como de resultados indetermina-
dos en las pruebas suplementarias.

Hay que considerar que el tener un resultado positi-
Vo en un inmunoblot no necesariamente indica in-
feccion activa. También hay que tener en cuenta que
los inmunodeprimidos, los infectados por el VIH y
dializados presentan un alto porcentaje de seronega-
tividad, por lo que necesitan de técnicas moleculares
para ser diagnosticados correctamente.

Las indicaciones para el uso de técnicas suplemen-
tarias son en muchos casos controvertidas. A pesar
de eso parece haber consenso en que su uso esta
mas justificado en el caso de poblaciones de bajo
riesgo (donantes de sangre) con una prueba de cri-
bado inicial positiva, mientras que en poblaciones
alto riesgo (pacientes sintomaticos, VIH+ adictos a
drogas por via parenteral) no seria necesario confir-
mar una prueba de cribado positiva®.

Métodos moleculares

La replicacion del VHC en los hepatocitos provoca la
destruccion de los hepatocitos con la consiguiente
liberacion de particulas virales al torrente sanguineo.
Estas particulas ofrecen diversas dianas potenciales
para su deteccion por diferentes técnicas de labora-
torio®,

La presencia de RNA del virus de la hepatitis C en
plasma define infeccion activa y puede ser detectado
de 1 a 3 semanas postexposicién?t. Una simple prue-
ba de deteccién de RNA negativa no excluye la posi-
bilidad de infeccién activa ya que puede estar en un
nivel de viremia por debajo del umbral de deteccién
de la prueba?.

Las pruebas cualitativas se usan para confirmar una
infeccion activa por VHC en pacientes seropositivos
con resultado dudoso o en pacientes con serologia
negativa pero con alta sospecha clinica, en los que
la infeccion puede estar en estadios muy precoces.
Por otra parte, las pruebas cuantitativas (carga viral)
se usan para evaluar la evolucion de la enfermedad y
monitorizar la respuesta al tratamiento®2.

Enf Emerg 2004;6(1):38-43



El virus de la hepatitis C como patégeno emergente I: diagnéstico mediante métodos de laboratorio

Los laboratorios detectan el RNA viral mediante kits
comerciales o mediante técnicas disefiadas por el
propio laboratorio segun sus necesidades. Debido a
la cantidad limitada de RNA de VHC en individuos
infectados, es necesario siempre un paso previo de
amplificacion de la diana o sefial. La PCR tras previa
retrotranscripcion (RT-PCR) y la TMA (Transcription
mediated amplification) son métodos que amplifi-
can la diana. La “branched DNA” (bDNA) es una
técnica de amplificacion de sefial.

Para la RT-PCR se requiere un paso previo que trans-
forma el RNA en una cDNA (DNA complementario)
que servird de base para la PCR propiamente di-
cha?. Los iniciadores o “primers” tienen como diana
la region no codificante 5 (5" UTR) debido a que
ésta es la mas conservada del genoma?. El sistema
AMPLICOR HCV de Roche incluye 37 ciclos de am-
plificacion seguidos de hibridacién a una sonda es-
pecifica para VHC de oligonucledtidos. La version
semiautomatizada de este test utiliza el aparato CO-
BAS para reducir el tiempo de manipulacién requeri-
do para la deteccion®. El test AMPLICOR HCV 2.0
fue aprobado por la FDA en 2001 y posee un limite
inferior de deteccion de 50 Ul/mI?¢. AMPLICOR HCV
MONITOR version 2.0 es la prueba que ofrece Roche
para cuantificar la carga viral presente mediante la
comparacion con unos estandares internos que se
afiaden a cada reaccion. Su limite inferior de detec-
cion se estima en 600 Ul/ml.

En el método b-DNA de deteccion de RNA los titulos
se informan en equivalentes por mililitro. Tiene una
precision muy alta y es un sistema muy reproduci-
ble. Un estudio que comparaba el sistema AMPLICOR
(RT-PCR) con el VERSANT (b-DNA) confirmaba un
coeficiente de correlacion de 0,941 entre ambas?’.
Se decia también que el sistema AMPLICOR tenia
un mayor nivel de cuantifiacion que el VERSANT para
muestras entre 500 y 100.000 Ul/ml y subestimaba
la cantidad de RNA en muestras con mas de 100.000
Ul/ml??. Otro estudio comparativo entre ambos test
informaba de un acuerdo en conjunto sustancial en-
tre AMPLICOR y VERSANT pero si observaba dife-
rencias significativas cuando el ensayo de utilizaba
para determinar si la cantidad estaba por encima o
debajo de 800.000 Ul/ml que es el umbral que se
ha propuesto para determinar la duracion del trata-
miento con combinacién de farmacos?®.

Debido a la mayor sensibilidad de los ensayos cuali-
tativos disponibles comercialmente, con respecto a
los cuantitativos, el valor de éstos se ha limitado a
evaluaciones pretratamiento y determinacion en fun-
cion de ésta de la duracion del tratamiento. Por su
parte, los ensayos cualitativos deberian utilizarse para

confirmar la existencia de viremia y valorar la res-
puesta terapéutica hasta que los test cuantitativos
con sensibilidades comparables estén disponibles®®.

TMA requiere un conjunto de reacciones mas com-
plejo la T7 RNA polimerasa y una retrotranscripcion
bajo condiciones isotermas para formar niveles
detectables de RNAZ. El ensayo cualitativo basado
en TMA (VERSANT HCV RNA qualitative assay) de-
tecta niveles de viremia muy por debajo de los de-
tectados por los sistemas RT-PCR, (5 Ul/ml) por
lo que aunque los ensayos con este método son mas
reducidos, si parecen ser prometedores?®-%0.

Métodos para la determinacion
del genotipo

Como se expuso anteriormente, debido a su gran
variabilidad genética, el virus C se ha dividido en 6
genotipos mayores y al menos 80 subtipos®. Tanto
los métodos moleculares como serolégicos pueden
ser utilizados para determinar el genotipo del VHC.
Existen test comercializados pero no aprobados por
la FDA. Las técnicas moleculares usadas fundamen-
talmente, se basan en las diferencias de nucleétidos
en las regiones altamente conservadas 5' UTR en los
diferentes genotipos. El ensayo INNO-Lipa HCV
(Innogenetics) usado ampliamente en todo el mun-
do, usa productos de la PCR de la region 5' UTR que
se hibridan con una sonda tipo-especifica unida a
una tira de nitrocelulosa®2. El Trugene HCV 5'
noncoding region genotyping kit (Visible Genetics),
determina el genotipo por secuenciacion directa de
la region 5' UTR®3, Tanto los ensayos Trugene como
INNO-LiPA pueden realizarse con productos de am-
plificaciéon procedentes de ensayo AMPLICOR de
Roche® y un reciente estudio confirma que ambos
ensayos presentan similar capacidad para determi-
nar genotipos®. Mayores dificultades presentan am-
bas pruebas para la determinacion de subtipos, con
una exactitud entre el 74 y 76% con respecto a la
prueba “gold Standard” que secuencia una regién
diferente del genoma, NS5B32. Puesto que el manejo
de decisiones se ha hecho en funcion del genotipo y
menos en funcién del subtipo, la precision en con-
junto de ambos ensayos se ha considerado acepta-
ble.

Los métodos serolégicos dependen de la deteccion
de anticuerpos frente epitopos especificos de genotipo
en la region NS4 o core. Comparado con los ensayos
moleculares, la genotipificacion serolégica es mas
facil de realizar, mas barata pero tiene menor sensi-
bilidad y especificidad®*3s.
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Conclusiones

Si bien hace casi treinta afios la mayoria de casos de
hepatitis transmitidas por transfusion se debian a
HNANB38, en este tiempo, el descubrimiento y profun-
dizacioén en el estudio del virus de la hepatitis C ha
llevado al desarrollo de técnicas de cribado de do-
nantes de sangre cada vez mas sensibles y con un
menor periodo ventana en la deteccion de anticuer-
pos, que ha hecho disminuir de manera espectacu-
lar la incidencia de esta hepatitis debida a transfu-
sion. Asimismo, la creciente expansion de técnicas
basadas en la biologia molecular del virus nos ha
provisto de otras técnicas validas para detectar e in-
cluso cuantificar no sélo anticuerpos sino las pro-
pias particulas virales. Estas técnicas abren un nue-
vo campo tanto en el diagnostico de la infeccién como
en el seguimiento y respuesta al tratamiento de la
misma.
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