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Resumen

a hepatitis C continta siendo la mayor causa de hepalitis

transmitida en forma parenteral en todo el mundo. Los factores

de riesgo para adquirir la infeccion se han modificado durante

los dltimos afios, dejando de ser ia transfusion sanguinea su
fuente principal y emergiendo el abuso de drogas endovenosas como
la primera fuente de infaccién por virus C. Es un hecho comprobado
que el ser trabajador de la salud aumenta el riesgo de infeccion con
relacién a la poblacién general. Ultimamente se ha enfocado la
investigacion al diagndstico temprano y al tratamiento precoz, lo cual
se estd logrando con el ingreso de pruebas seroldgicas y de biologia
molecular de dllima generacion y la asociacion en el tratamiento de
Interfercn alfa-2b y ribavirina. Aun cuando la vacuna no se obtendrd
prontamente hay miiltiples grupos trabajando en ella y en ofrecer un
lratarmiento mejor.
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INTRODUCCION

El virus de la hepatitis C (HCV) es la principal causa de hepatitis viral
crénica. La mayoria de personas con hepatitis C aguda son
asintomaticas y menos del 25% buscan atencién médica por causa de
los sintomas de la enfermedad.
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La caracteristica mas sobresaliente del virus radica en su
capacidad para persistir cronicamente en
aproximadamente el 85% de las personas infectadas. La
enfermedad cuando se cronifica se caracteriza por su
evolucion lenta y generalmente asintomatica. Cuando se
presentan sintoras, éstos son leves e inespecificos como
fatiga, nausea, hiporexia, mialgias, artraigias, escalofrio,
pérdida de peso y fiebre. Es facil entender porqué la
deteccion de hepatitis C aguda es infrecuente. Pero en la
segunda y tercera décadas posteriores a la infeccion, la
asociaciéon con morbilidad es clara llegande a ser muy
evidente en los pacientes que progresan a cirrosis (hasta
el 20%), falla hepética y carcinoma hepatocelular como
secuela potencial ' 2 16 224.

El HCV es un virus RNA de una sola cadena del tipo de
los flavivirus perteneciente a la familia Togaviridae se han
identificado varios genes estructurales y no estructuraies
entre las regiones 5’y 3’ terminales del genoma viral del
HCV (Fig. 1). Las regiones C, E1 y E2 corresponden a
genes estructurales que codifican las glicoproteinas de la
capsula vy la envoltura viral, mientras que los genes no
estructurales -NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B-
codifican las enzimas involucradas en la replicacion viral.

Se han clasificado 6 genotipos principales y mas de 100
subtipos del virus C. En Colombia el genotipo 1 es el mas
comin (80% de los pacientes tipificados).

Revisaremos en este articulo el papel de los examenes
serologicos y de biologia molecular cominmente
utilizados en el diagndstico y monitoreo de tratamiento en
los pacientes crénicamente infectados con virus de
hepatitis C.

PRUEBAS SEROLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE
HEPATITIS POR VIRUS C

Actualmente no existen pruebas directas para la deteccién
de los antigenos del HCV. En su lugar los anticuerpos
anti-HCV y el acido ribonucleico (ARN HCV) son los
marcadores utilizados para el diagnostico de la hepatitis
C.

Se usan dos categorfas principales de test de anticuerpos:
Pruebas de tamizaje, disefiadas para alta sensibilidad
en la deteccién de anticuerpos anti-HCV y test
suplementarios, criginalmente disefiados para ayudar a
resolver los resultados falsos positivos de las pruebas de
tamizaje.

Los ensayos enzimaticos de inmunoabsorcion (ELISA,
por sus siglas en inglés) son la eleccion en el tamizaje
para la deteccién de anticuerpos anti-HCV, Este test tiene
grandes ventajas para el diagnostico incluyendo facil uso,
automaticidad, baja variabilidad y costo moderado. Sin
embargo, estas prusbas no son confiables hasta 20
semanas después del contacto y posible infeccién con el
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virus, ni en pacientes cuyo sistema inmune se encuentre
comprometido.

El ELISA original anti 100 aparecia en promedio alos 4 -
6 meses después de la infeccién, podia llegar al extremo
de solo positivizarse hasta un afio después. Una segunda
generacién multiantigénica de ELISA (ELISA 2) reemplazé
ala primera en 1992. Contiene antigenos del core y de la
tercera y cuarta regiones no estructurales del genoma
(NS3 y NS4), incorporando el anticuerpo ¢33 que aparece
en promedio a la 11a. semana y siempre antes de la
semana 20 del contacto inicial con el virus C.

Una tercera generacion de ELISA (ELISA 3) se encuentra
en uso para tamizaje de productos sanguineos en Estados
Unidos y en algunos laboratorios en Colombia. El ELISA
3 contiene reconfiguracion de los antigenos del core, NS3
y el recién incorporado antigeno de la quinta region no
estructural (NS5) del gen (Fig. 1).
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Figura 1. Genoma y Proteinas del Virus C

Una ligera mejoria en la sensibilidad de seroconversién
de algunos donantes de sangre se ha reportado
comparando el ELISA 3 con el ELISA 2 vy el tiempo de
seroconversién se ha acortado en 2 a 3 semanas,
quedando el tiempo medic de detecion de positividad

para anticuerpos post-transfusion en 9 a 10 semanas 346
7.12,18, 21, 27.

Contamos también con pruebas recombinantes de inmuno
absorcién (RIBA, por su sigla en inglés), con licencia de
la FDA clasificandola como prueba suplementaria de
identificacién de anticuerpos, en especial el RIBA 2, que
identifica los mismos antigenos HCV que el ELISA 2 por
tanto técnicamente no es una prueba confirmatoria. El
resuitado de RIBA 2 se interpreta como positivo (dos ¢
mas antigenos positivos), indeterminado (un antigeno
positivo) o negativo. El RIBA no s mas sensible que el
test de ELISA comespondiente.

El RIBA 2, sin embargo, puede ser (til para distinguir entre
un resultado de ELISA falso positivo y una exposicion
antigua al HCV, ya que el ELISA falso positivo resulta
negativo por el método de RIBA, pero un verdadero
positivo por ELISA sera RIBA positivo (Tabla 1).
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Tabla 1. Pruebas serologicas para Hepatitis C

Pruchas del No estructural

antigeno c 100 5-1-1 c33 Core
ELISA1 + - - -
RIBA 2 + + - -
ELISA 2 + + + +

En donantes voluntarios de sangre con baja prevalecia
de HCV, los resultados falsos positivos por anti HCV
todavia se encuentran por encima del 40% de todos los
resultados positivos. A causa de este problema de ELISA
falsos positivos en poblaciones de baja prevalecia, se
recomienda analisis suplementarios por RIBA para los
pacientes ELISA positivo sin factores de riesgo para
hepatitis C y para los pacientes ELISA positivos con
aminotransferasas normales.

En poblaciones de aita prevalecia con factor de riesgo
positivo y/o elevacion de aminotransferasas el valor
predictivo positive y la especificidad del ELISA 2 son
suficientemente altas {cercanas al 95%) como para excluir
la necesidad de prueba de RIBA. En el grupo de baja
prevalencia conformado generalmente por donantes
voluntarios, sin factores de riesgo y con aminotransferasas
normales las pruebas de ELISA 2 - 3 presentan una baja
especificidad, cercana al 50%.

Recientemente en Europa se introdujo una tercera
generacion RIBA 3. Este andlisis es ligeramente mas
especifico que el RIBA 2 y tiene mejor correlacion con
resultades obtenidos por reaccién en cadena de la
polimerasa {(PCR) de HCV con un menor numerc de
resultados RIBA indeterminados.

Las pruebas inmunoseroldgicas tienen multiples
limitantes; podemos contar entre ellas que la presencia
de anticuerpos anti-HCV indican exposicion previa al HGV,
pero no pueden ser considerados como marcadores de
infeccidn activa. No se pueden usar los niveles de
anticuerpo anti-HCV en |la monitoria de respuesta
lerapéutica. Finalmente en casos de infeccién aguda por
HCV resultante de puncién accidental con aguja, muchos
pacientes fallan en producir anticuerpos de HCV, siendo
imposible diagnosticar la infeccion por virus C usando
técnicas inmunoserolégicas 421316 2127

PRUEBAS MOLECULARES PARA DETECTAR ACIDOS
NUCLEICOS DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

El analisis para la medicion del acido ribonucleico del
virus C (ARN HGCV) es actualmente el principal marcador
de viremia, grado de infectividad y actividad de la
enfermedad. Contamos con dos métodos para esto, la

prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en ingiés); el método de amplificacién de la
sefial del ADN ramificado {branched DNA = bDNA) es
utilizado para detectar el ARN HCV en sangre vy tejido.

La PCR es una técnica para amplificacion in vitro de
secuencias especificas de bases de oligonucledtidos del
ADN. Se utiliza DNA polimerasa estable al calor para
generar un gran numero de copias de una porcion del
genoma viral. La PCR ha probado ser un método, rapido,
sensible y dtil para la deteccién de infecciones por virus
C.

El bDNA usa el métedo de amplificacion de la sefial del
ADN ramificado que se utiliza para detectar el ARN HCV
en sangre y tejido hepatico. Es un ensayo de
guimioluminicencia, basado en una serie de reacciones
de hibridacidon entre muestras especificas de multiples
regiones de [a molécula objetivo (HCV ARN) y la
subsiguiente amplificacion del DNA M. 13 14.19.

Deteccidn cualitativa de acidos nucleicos del virus C

La PCR se reconoce ampliamente como el método
disponible mas sensible para detectar la secuencia de
&cidos nucleicos del HCV, ofreciende sensibilidad de 100
moléculas/ ml © menos, bajo condiciones optimas de
laboratorio. Deteccion de HCV en suero del paciente
confirma el diagnéstico de infeccién activa por HCV,
indicando que el paciente esta infectado y es infeccioso.

Las pruebas de PCR deben realizarse con extrema
precaucién previende contaminacién del espécimen
durante &l proceso del examen, que pudiera llevar a
resultados falsos positivos &0 14 2

Cuantificacion de 4cidos nucleicos del virus C

La medicién en cantidad de ARN HCV circulante en
plasma o suero del paciente es lo que conocemos como
determinacién de carga viral,

Las pruebas moleculares cuantitativas para determinacién
de carga viral requieren extraccion de ARN HCV del
plasma o suero seguida de la amplificacion del objetivo o
de la sefal; ain cuando existe una gran variedad de
formas de cuantificar los acidos nucleares del virus,
solamente discutiremos las dos mas usadas:

Prueba de DNA ramificado: bDNA es un test para la
cuantificacion de niveles de ARN en especimenes clinicos,
se basa en amplificar la deteccién de |la sefal. La prueba
de bDNA de usoc corriente en la actualidad es el test de
Chiron 2.0 en el cual los titulos de ARN del HCV se reportan
en equivalente/ ml. En este test se toman como objetivos
la regién fija 5" y el core del gen. Detecta los genotipos
HCV 1, 2 y 3 con aproximadamente igual eficiencia. La
sensibilidad de esta segunda generacion del test se
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incremento con relacién a su antecesor a 200.000
equivalentes/ml.

La prueba de bDNA Chiron 2.0 es excelente para aitas
cargas virales (por encima de 10® equivalentes/ml} con
buena reproducibilidad, lo cual lo hace técnicamente dtil
para resultados exactos de la viremia previa al tratamiento.
Para control de tratamiento, sin embargo, es importante
anotar que en especimenes en los cuales ¢l resultado de
ARN HCV se encuentre por debajo del limite de deteccion
de Chiron bDNA, se indica repetir la prueba mediante la
técnica de RT- PCR (PCR por transcriptasa reversa) la
adecuada en pacientes con viremia baja de HCV.

No se usa el bDNA para excluir el diagnéstico hepatitis C
activa, por su menor sensibilidad al compararse con RT-
PCR que es {a prueba de eleccidn en estos casos.

Reaccién de polimerasa en cadena por trascripcion
reversa { RT - PCR por sus siglas en inglés) en algunos
casos es el unico método capaz de detectar los acidos
nucleicos virales y establecer el diagndstico de infeccién
activa. Recientemente, Roche desarrollo un sistema
completamente automatizado (COBAS) Amplicor para la
deteccidn por PCR de ARN HCV con sensibilidad del
100%, especificidad del 98%, valor predictivo positivo de
100% vy valor predictivo negativo de 97%.

Es de eleccion en pacientes con viremia baja por HCV, se
usa también en el diagnostico de infeccién por virus C en
recién nacidos de madres infectadas con HCV, para aclarar
resuitados serologicos indeterminados e identificar
infeccion por HCV en individuos seronegativos de alto
riesgo.

La RT-PCR tiene una sensibilidad relativa mayor

comparada con el bDNA en el diagndstico de hepatitis C
activa 8-10, 18, 20, 25, 30.

UTILIDAD CLINICA
Diagnostico de Hepatitis C

La prueba de ELISA es el examen inicial de tamizaje para
determinar infeccion por HCV. En poblaciones de baja
prevalecia, el test de RIBA continda siendo dtil en
determinar si un resultado de ELISA es falso positivo o
verdadero positivo.

En poblaciones de alta prevalecia, en pacientes con
factores de riesgo conocidos para hepatitis C y con
elevacion de alanino aminotransferasas la prueba de
ELISA es suficientemente especifica; por fanto, el RIBA
complementario es usualmente innecesario. Con este
enfoque el HCV ARN es util determinando cliando hay
replicacion activa del HCV (viremia), infeccion resuelta o
inactiva.
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Las pruebas optimas de PCR pueden detectar menos de
100 copias de HCV ARN por ml. en suero o plasma, a
pesar de la alta sensibilidad de las pruebas de PCR; en
algunos pacientes infectados se pueden encontrar
resultados negativos intermitentemente para el virus, en
especial durante la fase aguda de la infeccion.

La deteccion cualitativa de HCV ARN es importante en el
seguimientoc de donantes sanguineos positivos para
anticuerpos anti-HCV. En esta poblacién, una prueba
positiva para HCV ARN confirma el diagnéstico de hepatitis
C activa. En dunantes sanguineos que son HCV ARN
negativos, un test suplementario RIBA ayuda a distinguir
entre un falso positivo por ELISA (sera RIBA negativo) y
una infeccién por HCV antigua resuelta {seria RIBA
positivo).

En pacientes con hepatitis C aguda la deteccion del ARN
viral en suero es el marcador mas temprano. Se puede
hacer 1 a 2 semanas post exposicion. En bancos de sangre
el ideal seria realizar pruebas de HCV ARN pensando
en reducir el periodo de ventana entre la infeccion y la

aparicion de anticuerpos de respuesta contra el HCV &
16, 18, 26.

Definicion de severidad de la enfermedad

Es claro que la mayoria de pacientes con viremia por virus
C tienen enfermedad hepética crénica sin importar los
niveles de transaminasas. La histologia hepatica continua
siendo la regla de oro para establecer el grado de
compromiso hepatico.

Un estudio reciente de Pontiss y col, examina la variacion
mensual de HCV ARN en 54 pacientes con infeccidn por
HCV no tratados, encontrando una significativa variacion
en la carga viral que no se habia observado previamente
porque todos los estudios realizan la medicién en una
sola ocasion. En este estudio los pacientes con grandes
picos en la carga viral tenian enfermedad hepatica
avanzada corroborada por biopsia y niveles de
transaminasas mayores que los pacientes con carga viral
estable. Estudios posteriores no han podido reproducir
este hallazgo ' 57"

Prediccion de respuesta al tratamiento

Esta definido que hay factores del virus que influéncian la
respuesta al tratamiento y que se pueden determinar
previamente a éste; por ejemplo, se ha comprobado por
numerosos estudios que el genotipo 1 del HCV tiene una
respuesta significativamente menor al tratamiento que la
obtenida con pacientes en similares condiciones pero con
genotipos 2 0 3.

Adicionalmente una carga virai baja (< de 2 millones de
copias/ml) pretratamiento medida en una sola toma se
considera un predictor independiente de respuesta
sostenida al tratamiento.
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Teniendo en cuenta el genotipo y la carga viral se disefia
el tratamiento adecuado para cada paciente en particular
y su duracién 5, 10, 16, 17, 19, 25, 28.

Monitoreo de eficacia del tratamiento

Un gran nimero de estudios soportan el uso de pruebas
de HCV ARN en el monitoreo de la terapia. La
recomendacién del Instituto Nacional de Salud de Los
Estados Unidos por consenso es la toma de ARN HCV a
los tres meses de iniciado el tratamiento, continuando la
terapia en quienes son HCV ARN (-) y considerar terapias
alternativas o interrumpir la terapia en el paciente con
HCV ARN (+) a esta altura del tratamiento.

Estd comprebada la gran superioridad de la prueba de
acidos nucleicos sobre la medicién de niveles de
transaminasas, evaluando la respuesta a la monoterapia
con interferén aifa 2b, o al tratamiento combinado de
interferon alfa 2b y ribavirina.

Las pruebas de ARN HCV en el seguimiento
postratamientc han demostrado ser Otiles prediciendo la
duracion de la respuesta sostenida al tratamiento.
Vigilancia a largo plazo de 80 pacientes con respuesta
virpldgica sostenida en un estudio mostrd que méas del
90% mantienen niveles de transaminasas normales y
fueron negativos para ARN HCV por 1 a 7 afios de
seguimiento. Estos resultados se corroboraron con
muitiples estudios adicionales que evidencian HCV ARN
(-} & meses después de terminar la terapia con interferén,
lo cual es altamente predictivo de la respuesta a fargo
plazo a la terapia sin importar los valores de
transaminasas.

Marcellin y col reportaron mejoria histoldgica en mas del
90% de los pacientes tratados con interferén con respuesta
sostenida. Sin embargo es incierto si hay “curacién
virologia” en pacientes con eliminacidn prolongada de
ARN HCV del suero. En teocria los pacientes infectados
pueden tener reservorios extrahepéaticos de virus latentes
o inactiVOS. 5, 15, 17-20, 25, 28

SUMMARY

The hepatitis C is still the major cause of hepatitis transmitted parenterally all over
the world. The risk factors to get the infection has been modified during the last
years, being the intravenous drug abuse the main cause of the infection by the
Gvirus and leaving the blood transfusion as a secondary source of the disease.
ltis a fact that the health worker increase the risk of infection compared with the
rest of the population. Later on, the investigation has been focused in the early
diagnosis and treatment, which has been reached with the serclogic tests and
the last generation of molecular biclogy associated to the treatment with alfa-2b
interferon and ribavirin. Aithough the vaccine is not yet developed, mutltiple groups
ofinvestigation are working on it and 10 offer a better treatment,

Key words: Hepatitis C, serologic diagnostic, molecular tests.
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