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RESUMEN

Introduccion: La infeccidén por virus de hepatitis C es un problema de salud publica
a nivel mundial, la OMS calcula en mas de 170 millones las personas infectadas
por esta enfermedad. Por tanto, es importante poder determinar un método
alternativo al Gold estandar que sea confiable, sensible y de utilidad diagnéstica
aceptable sobre todo en la etapa de diagndstico temprano de la enfermedad.

El objetivo del presente estudio es identificar la utilidad diagnoéstica del método de
ensayo electroquimioluminiscencia frente al método PCR-RT para el diagnostico
de Hepatitis C en un centro de dialisis de Lima afio 2018.

Instrumentos y Métodos: El estudio es de tipo observacional, transversal y
retrospectivo en el que se analizaron los resultados de muestras de suero de
pacientes hemodializados de un centro de salud renal de Lima en el afio 2018,
incluyéndose resultados de pruebas inmunoldgicas con el método ECLIA y a la
vez con pruebas moleculares mediante el método PCR en tiempo real de
pacientes dializados con etiologia determinada de insuficiencia renal crénica
terminal en terapia dializante y excluyendo resultados de pruebas
inmunoseroldgicas dudosas o indeterminadas, sueros de neonatos y pacientes
menores de 18 afios. Se empledé como primer método de deteccion de VHC la
tecnologia Electroquimioluminiscencia y como prueba Gold Estandar al método
PCR en tiempo real. Para determinar el grado de validez diagnéstica del método
ECLIA frente al PCR-RT se hizo uso de los indices de sensibilidad y especificidad,
Valor predictivo positivo y valor predictivo negativo. Resultados: De 123 muestras
de suero y plasma con resultados en ambas pruebas entre enero y diciembre
2018 mostraron 45% de sueros Reactivos por ECLIA (55/123) y 17% de sueros
detectables por PCR-RT (21/123), sensibilidad de 90% (19 reactivos por ECLIA
de 21 muestras detectables por PCR-RT), especificidad de 65% (66 no reactivos
por ECLIA de 102 muestras no detectables por PCR-RT), VPP de 93% y VPN de
57%. También se encontré un indice Kappa de Cohen del 0.3359 y un nivel de
concordancia entre ambas pruebas del 69.1% sin excluir coincidencias debido al
azar. Conclusiones: La prueba ECLIA es altamente sensible y medianamente
especifica para VHC en pacientes dializados, con un alto y mediano grado de
seguridad diagnéstica para confirmacibn de pacientes enfermos y sanos

respectivamente. El grado de coincidencias en el diagnostico entre la prueba
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ECLIA y la Gold estandar es de nivel moderado. Palabras Clave: HCV, ECLIA,
PCR-RT, Sensibilidad, Especificidad, indice de Concordancia.
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ABSTRACT

Introduction: Hepatitis C virus infection is a public health problem worldwide, WHO
estimates more than 170 million people infected by this disease. Therefore, it is
important to be able to determine an alternative method to the Gold standard that
is reliable, sensitive and of acceptable diagnostic utility, especially at the stage of
early diagnosis of the disease.

The objective of this study is to identify the diagnostic utility of the
electrochemiluminescence test method against the PCR-RT method for the
diagnosis of Hepatitis C in a dialysis center in Lima year 2018.

Instruments and Methods: The study is observational, cross-sectional and
retrospective in which the results of serum samples of hemodialysis patients from
a renal health center in Lima in 2018 were analyzed, including results of
immunological tests with the ECLIA method and at the same time with molecular
tests by means of the real-time PCR method of dialyzed patients with a
determined etiology of terminal chronic renal failure in dialysate therapy and
excluding results of doubtful or indeterminate immunoserological tests, sera of
neonates and patients under 18 years. Electrochemiluminescence technology was
used as the first HCV detection method and as a Gold Standard test to the real-
time PCR method. To determine the degree of diagnostic validity of the ECLIA
method against PCR-RT, the sensitivity and specificity indices, positive predictive
value and negative predictive value were used. Results: Of 123 serum and plasma
samples with results in both tests between January and December 2018, they
showed 45% of reactive sera by ECLIA (55/123) and 17% of sera detectable by
PCR-RT (21/123), sensitivity of 90% (19 reagents per ECLIA of 21 samples
detectable by PCR-RT), specificity of 65% (66 non-reactive per ECLIA of 102
samples not detectable by PCR-RT), VPP of 93% and NPV of 57%. A Cohen
Kappa index of 0.3359 and a concordance level between both tests of 69.1% were
also found without excluding coincidences due to chance. Conclusions: The
ECLIA test is highly sensitive and moderately specific for HCV in dialysis patients,
with a high and medium degree of diagnostic safety for confirmation of sick and
healthy patients respectively. The degree of coincidences in the diagnosis
between the ECLIA test and the standard Gold is of moderate level. Keywords:
HCV, ECLIA, PCR-RT, Sensitivity, Specificity, —Concordance Index.
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CAPITULO | EL

PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La acreditacion del SGC segun especificacion de la norma ISO 15189 tiene como
requisito necesario el proceso de verificacion. En este contexto, evaluar métodos
cualitativos es fundamental para lograr la mejora continua en los servicios de
laboratorio, los cuales deben cumplir con requisitos internacionales del SGC
(sistema de gestibn de calidad) que permita mejorar la confiabilidad de los

resultados brindados por laboratorios (1).

Desarrollar protocolos normalizados de evaluacion, como CLSI ha contribuido en
definir, protocolizar el proceso de recoleccion de datos, el proceso estadistico de
los mismos y la interpretacién de todos los reportes obtenidos; sin embargo, al
aplicar estas guias integramos criterios, aun presentando algunas diferencias en
cuanto a la interpretacion que cada profesional o usuario puede realizar con los
resultados obtenidos. Los protocolos o procedimientos de evaluacién hacen uso
de las significancias estadisticas para la aceptacion o rechazo de datos, sin tomar

en cuenta el impacto clinico (2,3).

En el caso particular del virus de la VHC, patégeno que prevalece en todas partes
de paises del mundo y siendo principal causas de morbimortalidad, determinar los
atributos de validez diagnéstica y seguridad en términos de sensibilidad (S),

especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
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de las pruebas diagndsticas, en especial en diagndstico temprano, tendria un gran

impacto sobre los indicadores sanitarios (4,5).

Realizar la evaluaciéon diagnostica, comparando los resultados obtenidos de una
prueba que utiliza el método electroquimioluminiscente (ECLIA) con los de una
prueba estandar de referencia en un mismo grupo de pacientes, permitira conocer
la relevancia de su uso y el impacto positivo sobre el diagndstico temprano de la
enfermedad, sin desmerecer los costos del diagnostico (5). ElI ensayo por
electroquimioluminiscencia (ECLIA) y el método de Reaccion en Cadena de
Polimerasa (PCR) en tiempo real son dos de los procesamientos diagndsticos
mas usados. EI PCR es una prueba con una sensibilidad y especificidad del
81.2% y 96.15% respectivamente, siendo de alta especificidad (6). Ademas, que

se caracteriza por la capacidad de amplificar y detectar la secuencia de ARN viral.

La presente investigacién pretende conocer la utilidad diagndstica de la ECLIA
frente al PCR en tiempo real para el diagnostico temprano de hepatitis C, para
ellos se hace necesario conocer su S, E, VPP y VPN; especialmente, en un grupo
de pacientes que, por caracteristicas propias de la enfermedad, estan expuestos

a la infeccion por el virus.

1.2. Formulacién del problema

1.2.1. Pregunta general

¢,Cudl es la utilidad diagnéstica del método de ensayo electroquimioluminiscencia
frente al método PCR en tiempo real para el diagnéstico de Hepatitis C en un

centro de didlisis de Lima, 20187
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1.2.2. Preguntas especificas

> ¢,Cual es el grado de validez diagnostica en términos de sensibilidad y
especificidad del método de ensayo electroquimioluminiscencia frente al método
PCR en tiempo real para el diagndostico de Hepatitis C en un centro de dialisis de
Lima, 2018?

> ¢, Cudl es el grado de seguridad diagnéstica en términos de Valor Predictivo
Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) del método de ensayo
electroquimioluminiscencia frente al método PCR en tiempo real para el
diagndstico de hepatitis C en un centro de didlisis de Lima?

> ¢ Cuél es el indice Kappa del método de ensayo electroquimioluminiscencia
frente al método PCR en tiempo real para el diagndstico de hepatitis C un centro

de dialisis de Lima, 20187

1.3. Justificacién

La hepatitis C es el principal causante de enfermedad hepatica cronica a nivel
mundial y una de las principales causas de trasplante de higado en paises
occidentales, hoy es definida como un problema de salud publica (4,5). Conocer
la utilidad diagnéstica de los diversos métodos de laboratorio frente al virus de la
hepatitis C (HCV) permitiria una mejor evaluacién de los procesos y de la
oportunidad diagnéstico con la finalidad de mejorar la calidad de vida de los

pacientes.
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Conocer el valor diagnostico del ECLIA frente al PCR, determinando la S, E, VPP
y VPN, sumado a los costos de ambas pruebas, podriamos estar frente a la

posibilidad de no solo diagnéstico oportuno, sino también mas barato.

La Hepatitis C no es exclusivo, como agente de enfermedad, de un determinado
grupo poblacional, pero sin duda uno de los mas expuestos son los pacientes que
se dializan; es muy necesario que los profesionales que participan en el
diagndstico de laboratorio, tecndlogos médicos, tengan la certeza de los
resultados que se reportan, no solo en aspectos de oportunidad sino también de
precision. Un buen diagndstico permitird al médico tratante un adecuado

seguimiento y tratamiento.

Teniendo en consideracion las prioridades nacionales de investigacién en salud
en Pert 2019-2023 indicado en el anexo de la Resolucion Ministerial N° 658-
2019/MINSA, que se fundamenta en la Ley N° 26842, la cual establece que el
Estado promueve la investigacion cientifica y tecnoldgica en el campo de la salud
individual y colectiva toda vez que es condicion indispensable para el bienestar y

medio fundamental para alcanzar el desarrollo humano.

Por tanto, motivadas por lo antes expuesto y siendo de interés publico la
transmision de la hepatitis C a través de la hemodialisis, buscando determinar el
valor diagnostico de un método de laboratorio de esta enfermedad es que
realizamos el presente trabajo de investigacion y con el fin de ser aplicado en los

diferentes centros asistenciales de nuestro pais (7).
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

> Identificar la utilidad diagnéstica del método de ensayo
electroquimioluminiscencia frente al método PCR en tiempo real para el

diagndstico de Hepatitis C en un centro de dialisis de Lima, 2018.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Determinar el grado de validez diagndstica en términos de sensibilidad y
especificidad del método de ensayo electroquimioluminiscencia frente al

método PCR en tiempo real para el diagnéstico de Hepatitis C.

2. Determinar el grado de seguridad diagnéstica en términos de Valor
Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) del método de
ensayo electroquimioluminiscencia frente al método PCR en tiempo real

para el diagnostico de hepatitis C.

3. Establecer el indice Kappa del método de ensayo
electroquimioluminiscencia frente al método PCR en tiempo real para el

diagndstico de hepatitis C.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Moorman A et al. (8) el afio 2017 en EE.UU., realizaron un estudio, cuyo objetivo
fue determinar el porcentaje de resultados de prueba de anticuerpos contra el
VHC verdaderos y falsos positivos (anti-VHC) entre los participantes de 2007-
2012 en el Estudio Nacional de Examen de Salud y Nutricibn (NHANES), un
estudio representativo a nivel nacional con una prevalencia de infeccién por VHC
de aproximadamente 1%, mucho menor que en grupos tipicamente
recomendados para la deteccion del VHC, estudio de corte transversal,
observacional, experimental. La investigacién se desarroll6 con 22,359 muestras
de sangre de participantes de NHANES. Los resultados reactivos e
indeterminados con el ensayo luminiscente (CIA) fueron confirmados utilizando
una prueba de inmunotransferencia recombinante (RIBA) y una prueba de
seguimiento de ARN de VHC. Los Resultados, de 22,359 participantes de
NHANES evaluados, 479 (2%) fueron reactivos de deteccion anti-VHC y 477
fueron evaluados para RIBA; de estos 323 (68%) confirmados como verdaderos
positivos y 105 (22%) eran falsos positivos. Muchos otros (49, 10%) eran RIBA
indeterminados y probablemente falsos positivos. Debido a estas pruebas
positivas falsas, la prevalencia general de infeccion crénica entre los que probaron
el reactivo de deteccion anti-VHC fue mucho mas baja (218, 51%) de lo que se
esperaria debido al aclaramiento de la enfermedad solo (aproximadamente 80%).

En conclusion, todas las pruebas positivas de deteccion de anti-VHC deben ser
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seguidas por una prueba de ARN de VHC, para confirmar si el paciente tiene
infeccion actual, de modo que las personas infectadas puedan ser derivadas a
atencion y tratamiento para evitar la morbilidad y mortalidad significativas

asociadas con la infeccion crénica por VHC.

Dogan M et al. (9) el afio 2016 en Turquia, realizaron un estudio cuyo objetivo fue
evaluar comparativamente el desempefio de dos pruebas automatizadas,
quimioluminiscencia y ensayo RIBA, para el diagndstico de VHC. Se trat6 de un
estudio comparativo de corte longitudinal, observacional, experimental. La
investigacion se desarrollé con 54,178 muestras de sangre de pacientes
pertenecientes al Konya Numune Hospital. Los resultados limite y reactivos con
CLIA se confirmaron mediante un ensayo de inmunotransferencia recombinante
(RIBA). Los sujetos, con una prueba de RIBA positiva, se consideraron como
verdaderos anti-VHC positivos. Del total de muestras, 649 sueros fueron reactivos
con el método de quimioluminiscencia; 374 fueron confirmados por RIBA. Los
resultados de RIBA mostraron 171 (45.7%) negativos, 163 (43.5%) positivos y 40
(10.7%) resultados indeterminados. Mediante el uso de la nueva version de la
prueba, la tasa de resultados de pruebas anti-VHC falsos positivos e
indeterminados disminuyé de 75.1% a 35.5%. El estudio determiné una
disminuciéon de las tasas de falsos positivos en las pruebas, la reduccion
proporciona mayor confianza, en el RIBA, como método diagnostico frente al

VHC.

Salvatierra K et al. (10) en su estudio Andlisis del VHC en pacientes en

hemodializados tuvo como objetivo determinar la prevalencia y descubrir las
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caracteristicas de la infeccion en un grupo de pacientes hemodializados. El tipo
de estudio fue de corte longitudinal, observacional, experimental. Por
enzimoinmunoanalisis se evaluo la presencia del VHC en 113 muestras de sangre
de pacientes con insuficiencia renal cronica. “En los casos positivos se confirmé la
presencia de genoma viral por medio de una RT-PCR anidada de la regién 5 no
codificante del VHC y se determiné el genotipo y subtipo viral mediante analisis
del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion” (10). “El 89,4% (n =
101) de los casos fueron no reactivos para anticuerpos contra el VHC mediante
enzimoinmunoanalisis, mientras que el 10,6% (n = 12) de los casos fueron
reactivos. Se confirmé el resultado reactivo en los 12 casos por RT-PCR, y se
determind la infeccion por genotipo la (7/12) y genotipo 2a (5/12)” (10). La
prevalencia de pacientes hemodializados infectados con el VHC fue 10,6%,
ademas los genotipos virales del VHC (la y 2a) coinciden con los genotipos

prevalentes en la poblacién de Argentina.

Chevaliez S et al. (11), el afio 2013 en EE.UU., realizaron un estudio cuyo objetivo
fue evaluar el desempefio de dos versiones diferentes del ensayo Cobas
AmpliPrep / Cobas TagMan HCV, versién 2.0 (CAP / CTM HCV v2.0) (PCR
tiempo real), para cuantificar con precision el ARN del VHC de diferentes subtipos
del genotipo del VHC 4. Se trata de un estudio comparativo de corte transversal,
observacional, experimental. El estudio se desarroll6 con 126 muestras de sangre
de pacientes infectados con el genotipo 4 del VHC, divididos en dos grupos: “El
grupo A, formado por 122 pacientes con infeccién crénica por el genotipo 4 del
VHC, vy el grupo B constituido por 4 pacientes con el genotipo 4 del VHC, en los

cuales el ARN del VHC no era detectable utilizando el CAP / CTM” (11). Los
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resultados de cada muestra se comprobaron con el ensayo de ADN ramificado
(bDNA) de tercera generacion, CAP / CTM HCV y CAP / CTM HCV v2.0. El nivel
de ARN del VHC fue mas bajo en CAP / CTM VHC que en bDNA en el 76.2% de
los casos, independientemente del subtipo de genotipo 4 del VHC. En contraste,
la correlacion entre los valores de bDNA y CAP / CTM HCV v2.0 fue
excelente. CAP / CTM HCV v2.0 cuantificé con precision los niveles de ARN del
VHC. La version CAP / CTM HCV v2.0 se puede usar con confianza como técnica
de PCR tiempo real, para detectar y cuantificar el ARN del genotipo 4 del HCV en

la practica clinica.

Emerson J. et al. (12) el afio 2013 en EE.UU., realizaron un estudio cuyo objetivo
fue investigar las posibles causas de interferencias que se presentan en los
inmunoensayos en el laboratorio, interferencias que no son facilmente detectables
antes del analisis, pero el obtener resultados errbneos pueden causar un impacto
potencial en el tratamiento médico inadecuado. Se trata de un estudio
retrospectivo de corte longitudinal, descriptivo. En la investigacién se describieron
tipos de interferencia especificos de los inmunoensayos, anticuerpos endégenos
gue pueden ser de tres tipos: heterodfilos (tienen baja avidez), antianimales (mayor
avidez) y autoanticuerpos (pueden producir titulos elevados de anticuerpos). La
prevalencia de anticuerpos interferentes varia de una poblacion de pacientes a
otra; la incidencia de interferencia también varia segun el tipo de inmunoensayo.
Describieron enfoques retroactivos (casos en que se cuestiona el resultado de
laboratorio porque es inconsistente con los hallazgos clinicos o excede los limites
extremos), proactivos (implementaria un mecanismo o0 procedimiento que

detectaria la presencia de anticuerpos interferentes antes de obtener o informar el
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resultado) para detectar anticuerpos interferentes. Ante una sospecha la
interferencia, la mayoria de los laboratorios clinicos tienen la capacidad de
investigar utilizando varias técnicas. El conocimiento de la incidencia, los
mecanismos de las interferencias de inmunoensayo y los métodos recomendados
para la solucion de problemas es crucial para garantizar la calidad general de los

resultados del inmunoensayo.

Cabezas M. et al. (13) el afio 2012 en Espafia, elaboraron un estudio cuyo
objetivo fue dar a conocer sobre un sistema automatizado para el diagndstico y
cuantificacion de los virus de la (HBSag y VHC), considerada infecciones
importantes de salud publica debido a su prevalencia en todo el mundo. El
diagnoéstico oportuno de estas infecciones es una parte importante de la actividad
de laboratorio de rutina. Los marcadores seroldgicos y moleculares son elementos
clave en el diagnéstico, prondstico y monitoreo del tratamiento para las
infecciones por VHB y VHC; mencionaron a los analizadores automaticos de
inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA) que se utilizan ampliamente para el
diagndstico virologico. Las técnicas de biologia molecular se utilizan para detectar
y cuantificar genomas virales, asi como para analizar su secuencia, con el fin de
determinar su genotipo y detectar resistencia a farmacos antivirales. La PCR en
tiempo real, que proporciona una alta sensibilidad y un amplio rango dinamico,
tiene como objetivo la cuantificacion y deteccion de acido nucleico; mencionaron
las técnicas de secuenciacion de ADN proxima generacion. Los marcadores
seroldgicos y moleculares disponibles para el VHB y el VHC se analizaron en el
articulo, junto con su utilidad y limitaciones para su uso en el diagnostico y

monitoreo de la hepatitis C cronica (VHC). Los PCR en tiempo real, actualmente,
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disponibles son faciles de realizar y tienen un tiempo de respuesta corto; sin

em bargo, son costosas.

Kesli R. et al. (14) el afio 2011 en Turquia, realizaron un estudio cuyo objetivo fue
evaluar comparativamente el desempefio de las pruebas automatizadas EIA o
CLIA ( antigeno del nucleo del VHC) PCR tiempo real (prueba del ARN del VHC
para confirmar los resultados anti-VHC), asi determinar si la prueba del antigeno
del nacleo del VHC se puede utilizar como una prueba de confirmacion alternativa
a la prueba del ARN del VHC vy evaluar el diagnéstico valores de la prueba de
antigeno de nucleo de VHC total mediante la determinacién de la especificidad de
diagndéstico y las tasas de sensibilidad en comparacion con la prueba de ARN de
VHC. Se realiz6 un estudio comparativo de corte longitudinal, observacional,
experimental. La investigacion se desarroll6 con 212 muestras de suero en el
Departamento de Microbiologia del Hospital de Educacion e Investigacion Konya.
Los resultados positivos se confirmaron con un método PCR de transcripcion
inversa prueba del ARN del VHC. Resultados: 154 muestras (VP) ,38muestras
(FP) ,6 muestras (FN) yl4muestras (VN) tanto para ARN del VHC como para
VHC Ag; La sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos positivos y
negativos de la prueba Ac del VHC en comparacion con la prueba del Ag del VHC
fueron 96.3%, 26.9%, 80.2% y 70% respectivamente. Los niveles de antigeno
central del VHC mostraron una buena correlacion con los de la cuantificacion del
ARN del VHC (r = 0,907). El estudio determin6 que el ensayo de antigeno HCV es
altamente especifico, sensible, confiable, facil de realizar, reproducible, rentable y
aplicable como prueba de deteccion, complementaria y pre confirmativa para los

analisis anti-VHC.
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Mota et al. (15) el afio 2010 en Brasil, realizaron un estudio cuyo objetivo fue
evaluar comparativamente el desempefio de tres pruebas automatizadas,
guimioluminiscencia (CLIA), electroquimioluminiscencia (ECLIA), para detectar
anti-VHC (ensayos ARCHITECT de Abbott, Elecsys de Roche) y ensayo
inmunoblot con tiras (RIBA). Se trata de un estudio comparativo de corte
longitudinal, observacional, experimental. La investigacién se llevd a cabo con 67
muestras de suero del Laboratorio Central de Salud Publica del Estado de Bahia.
Los resultados indeterminados y positivos fueron confirmados mediante un
ensayo de inmunotransferencia recombinante (RIBA). El resultado fue con el
ensayo Architect anti-VHC: 18 muestras positivas, 39 negativas y 10 muestras no
determinadas, mientras que con el ensayo anti-VHC Elecsys: 47 muestras
negativas y 20 positivas. No hubo muestras indeterminadas con esta prueba. De
las diez muestras indeterminadas en el ensayo Architect anti-HCV, cinco fueron
negativas por la prueba RIBA y cinco fueron indeterminadas. El estudio determiné
gue las dos pruebas, cuando se compararon (62 muestras) entre si, tuvieron una
concordancia de 91.9%. El ensayo anti-HCV de Elecsys parece ser menos
sensible que el ensayo anti-HCV de Architect, confirmado por RIBA. Por otro lado,
el ensayo Architect anti-HCV presentd un mayor numero de resultados en
muestras negativas confirmadas por RIBA, lo que sugiere una menor

especificidad en comparacion con la otra prueba evaluada.

Rivero R, et al. (16) el afio 2009 en Cuba, realizaron un estudio sobre la eficacia
diagnostica de sistemas de Inmunoensayos para VHC en pacientes

multitransfundidos, paralelo al Inmunoensayo (UBI® HCV EIA 4.0) frente al
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sistema PCR COBAS (AmpliScreen HCV Test, v2.) Para el diagnostico de VHC.
Fue un estudio comparativo correlacional de corte longitudinal, observacional,
experimental. El estudio lo realizaron con 335 sueros de pacientes hematologicos
(con hemofilia, anemia drepanocitica, leucemias, linfomas) y no hematolégicos
(con insuficiencia renal crénica en hemodidlisis), multitransfundidos de sangre
alogénica o el equivalente en componentes, al menos en 2 eventos
transfusionales diferentes, 14 o mas dias antes de la investigacion pertenecientes
al Instituto de Hematologia e Inmunologia, Instituto de Nefrologia "Dr. Abelardo
Buch Lopez", Hospital Clinico quirargico "Hermanos Ameijeiras”, Hospitales
Universitarios Provinciales (clinico quirargicos o generales) y pediatricos de las
provincias de Pinar del Rio y Villa Clara. “Se procesaron en paralelo los 335
sueros de pacientes por los sistemas UBI® HCV EIA 4.0 y UMELISA HCV 3er
Gen. Los resultados incongruentes se confirmaron por el sistema de PCR COBAS
(AmpliScreen HCV Test, v2)” (16). “Cuando se comparé el sistema UMELISA
HCV 3er Gen. con el UBI® HCV EIA 4.0 se obtuvo una sensibilidad de 96,99%,
especificidad de 94 %, VPP de 100%, VPN 97.13%, indice de k: 0,97%, alto grado
de concordancia. Se concluyd que ambos sistemas de inmunoensayos fueron

satisfactorios para el inmunodiagnoéstico de pacientes multitransfundidos” (16).

2.2. Basetedrica

2.2.1. Hepatitis C (HCV)

La palabra hepatitis proviene del griego hepar que significa higado por ende las
hepatitis son un grupo de patologias cuya caracteristica es producir inflamacién
del higado. Pueden ser debidas a multiples causas tales como infecciones (virus,

hongos, parasitos o bacterias), alcohol, drogas, medicamentos, enfermedades
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autoinmunes o enfermedades metabdlicas (fibrosis quistica y enfermedad de

Wilson), dando origen a las hepatitis infecciosas no infecciosas (17).

La hepatitis infecciosa producida por el virus trio: A, B, C: Actualmente, el virus de
la hepatitis C se ha convertido en una de las enfermedades infecciosas
emergentes (18). Generalmente, la infeccion por el virus de la hepatitis C presenta
un cuadro que evoluciona lentamente durante un amplio periodo. La hepatitis
aguda refiere a una inflamacion que ocurre en el parénquima hepatico, presenta
algunos sintomas inespecificos como: anorexia, ictericia, nauseas, vOmitos,
malestar general y dolor en el hipocondrio derecho, con un periodo de incubacion
de 3-10 dias. Sin embargo, ya establecida puede progresar a la etapa cronica. La
hepatitis cronica, generalmente los pacientes son asintomaticos, la sintomatologia
frecuente en esta fase es la fatiga, seguida de anorexia, mialgias, artralgias,
debilidad y pérdida de peso. Aproximadamente el 85% de los casos de hepatitis C
pasaran a formar parte de una infeccion cronica, entre el 5y 15% de pacientes
con hepatitis C cronica presenta un cuadro que tiende a convertirse en cirrosis
hepatica en un periodo de 20 a 25 afios, dependiendo de factores como: factores
relacionados con el virus, con el huésped, del 1-4% presentan el riesgo de

producir carcinoma hepatocelular (CHC) (19).

La infeccion por el VHC es un estado usual en pacientes con insuficiencia renal

cronica en centro de hemodidlisis y por ende una causa principal de patologia

hepatica.
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2.2.2. Antecedentes historicos del virus de la hepatitis c

A inicios de 1970, varios casos de hepatitis asociadas a transfusiones no eran
causadas por el virus de la hepatitis A ni por el virus de la hepatitis B; llamandose
asi la enfermedad de la hepatitis No A-No B(HNAHNB), desconociendo el tipo y
numero de agentes etioldgicos. En New York Blood Center, 1974, Princel, et al.
informaron de hepatitis post-transfuncional, 18% de pacientes (total de 25%)
resultaron negativo para marcadores de hepatitis A y B. En 1989 en California,
Michael Houghton junto a un grupo de investigadores de la corporacion Chiron,
por biologia molecular y procedimientos inmunolégicos, lograron identificar el

agente causante de hepatitis (18).

2.2.3. Epidemiologia

La Infeccion por el VHC es la segunda infeccion viral endémica méas importante en
el mundo después del VIH en el mundo. Se calcula que hay 170 millones de
personas infectadas por el VHC, segun la Organizacion Mundial de Salud,

representa el 2.5% de la poblacion a nivel mundial (20).

En América del norte el 1.6% (4.1millones personas infectados por el VHC) el
1,3% tienen una infeccion crénica (3,2 millones). (ILUSTRACION 1) muestra la
distribucion estimada a nivel mundial de la poblacion infectada por el VHC. En
América del norte la enfermedad del VHC, generalmente se transmite por

transfusion sanguinea y drogas por via intravenosa (22).
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llustracién N°1. Epidemiologia y prevalencia mundial de la Hepatitis C.

Prevalencia mundial 170 - 200 millones * EnEspana:16-2,6%
Alrededorde 10.000 muertes/afio en U.SA. * Masde 750milpersonas
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Fuente: Micheloud D, El virus de la Hepatitis C. EMEI (Internet). 2008 (citado 10 dic 2008);
disponible en: https://epidemiologiamolecular.com/virus-hepatitis-vhc/ (22).

Existe mayor prevalencia en Africa y Asia. En Egipto, existe mayor prevalencia
VHC, 13% de la poblacién se encuentra infectado, como resultado del uso de
jeringas no esterilizadas para combatir enfermedades infecciosas como la
esquistosiomaisis, sin embargo, menor prevalencia en paises de Alemania,
Canad4, Francia y Australia (23). En Europa, segun datos epidemioldgicos, la alta
prevalencia estd en donantes de sangre, personal de salud y en grupos de riesgo

(pacientes hemofilicos y pacientes sometidos a dialisis) (21).

Las personas que son atendidas en las unidades de hemodidlisis se encuentran a
exposiciones vasculares prolongadas transmitiéndose asi de una manera eficiente
el VHC. Los pacientes con infeccion crénica por el VHC, juegan un papel
fundamental en la epidemiologia ya que el contacto en las unidades de dialisis
con dichos pacientes y equipos e instrumentos contaminados representan vias

importantes de contaminacion. La administracion de eritropoyetina en el
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tratamiento de anemia en pacientes con enfermedad renal terminal, se eliminé la
infeccion por transfusion del VHC. Sin embargo, la prevalencia continta alrededor

de 5 a 10 veces mas que la poblacién general (24).

En EE.UU. segun el Center for Disease Control (CDC), la prevalencia de infeccién
por el VHC depende del tiempo de permanencia que recibieron hemodialisis los
pacientes, aumenta en promedio del 12% para pacientes que recibieron
hemodialisis por menos de 5 afios, 37% para los que recibieron durante 5 afios o

més (10).

En el Perd, el VHC es un patégeno importante en salud publica en paciente
hemodializados y trasplantados; estos grupos son los mas estudiados con

respecto a la prevalencia y otras caracteristicas.

Un primer reporte, en 1997, indica un porcentaje alto en pacientes en hemodialisis
cronica con un valor de 83,9%; pacientes que estuvieron en tratamiento por mas
de 24 meses tenian 18 veces mas probabilidad de dar positivo a la prueba contra
anticuerpo. Los donantes de sangre conforman un grupo poblacional importante,
en el cual acuden personas de distinto perfil social y siempre estan sujeto a la
vigilancia de enfermedades infecciosas. Farfan y Cabezas obtuvieron los datos de
resultados de las pruebas de rutina que se hacen en bancos de sangre de todos
los departamentos del Perl, donde hallaron prevalencias que varian de un afio a
otro en todos los departamentos, que se incrementa en todos en la poblacion

general (Cuadro N°1) (25).
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Cuadro N°1. Prevalencia de HCV en poblacion General

Autores Prevalencia Lugar Ahos
Hyams et al. 3.2% lquitos 1986-1988
Farfan y Cabezas 042% Nivel nacional 2000-2001
Mora y Julcamanyan  0,73% Lima 2008-2013
Pinto et al. 0.81% Lima 1998-2002
Alvarez et al. 1,25% Callao 2010-2012
Morales et al. 0.8% Lima 2012-2015
Los aflos indicados son aquelios de cuando se realizaron los estudios o
de sueros almacenados comrespondientes a esos anos. Los valores de
prevalencia son los promedios de los valores obtenidos por afos.

Fuente: Florian - Carrillo C. Revisién Epidemiol6gica del Virus de la Hepatitis C en el Peru.
Revista Peruana de Salud Publica y comunitaria. Publicado agosto 2018 (25).

La prevalencia reportadas en los centros de hemodialisis de Lima y provincias
estarian incrementandose sin posibilidad de control, segun reportes recientes con
tasas altas reportadas en el mundo, fluctuando entre 60% y 90%. Este incremento
constituye un serio problema originando un impacto futuro en la sobre vida,

mortalidad, morbilidad y posibilidad de trasplante de higado (25).

Se conoce 6 genotipos: el genotipo 1 es el mas comun y representa 83.4 millones
(46.2%) con amplia distribucion geografica en Europa del Norte y Occidental,
Asia, América del Norte y del Sur y Australia; el genotipo 2 del VHC esta
distribuido en Africa Occidental y Central; el genotipo 3 del VHC es el genotipo
mas comun, después del genotipo 1, y representa 54,3 millones (30,10%)
aproximadamente el 75% de este numero ocurre en el sur de Asia; el genotipo 4
es frecuente en Oriente Medio (Egipto). Estudios recientes demostraron otros
genotipos y subtipos: 1a, 1b y 42; el genotipo 5 solo esta presente en Sudafrica; el

genotipo 6 es endémico en el sudeste asiatico (Hong Kong y China del Sur). Los
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genotipos 2, 4, 6 son responsables de los casos restantes de VHC en el mundo,

después de los casos causados por los genotipos 1y 3 (25).

2.2.4. Factores de riesgo

El VHC se transmite por la exposicion percutanea directa a sangre infecciosa; la
persona con infeccién cronica es fundamental para la epidemiologia de la
transmision del VHC. Los factores de riesgo asociados con la infeccion por VHC
entre los pacientes en hemodialisis incluyen antecedentes de transfusiones de
sangre, el volumen de sangre transfundida y afios en dialisis. EI nUmero de afios
en dialisis es el principal factor de riesgo asociado de manera independiente con
tasas mas altas de infeccion por VHC. A medida que aumenta el tiempo los
pacientes en dialisis, su prevalencia de infeccion por VHC aumenta de un
promedio del 12% para los pacientes que recibieron dialisis <5 afios, 37% para los
pacientes que recibieron didlisis > 5 afios (26). Problema de salud publica para las
personas que trabajan en salud. La prevalencia de VHC esta relacionada por
puncion accidental con material contaminado, se considera un riesgo del 1%.
Para evitar la hepatitis nosocomial tener en cuenta las medidas de precaucion

universal.

2.2.5. Taxonomia del virus

El virus de la hepatitis C pertenece a la familia Flavivirus, género hepacivirus.
Circula via sanguinea en dos formas: una con el virién intacto y otra formada por

la cépside nuclear con pérdida de la envoltura de lipidos (18). Las formas
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gendmicas, la cadena positiva y replicativa de la cadena negativa del virus,
pueden ser detectadas en el tejido del higado mediante las técnicas de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (18).

La particula viral aislada de plasma presenta diferentes densidades se cree que
se debe a la asociacion con complejo de inmunoglobulinas o lipoproteinas

celulares de baja densidad (27).

2.2.6. Estructura del virus

Estructuralmente es un virus de forma esférica, la particula del virus mide 30-
70nm, 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 (28).

llustracién N°2. Estructura del virus de la Hepatitis C

A Flavivirus
{V Sl RNA fineal

Fuente: Mufioz G. Diagnostico serologico y virologico del Hepatitis C y B. Medwave afio
VI1.2007;N°4 (29).
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2.2.6.1. Propiedades Generales del ARN y Proteinas del VHC

El virus de la hepatitis C presenta un genoma este posee una Unica pauta de
lectura (ORF), de 9.6 Kb, codifica una poliproteina de 3,010 aminoéacidos, la
region ORF, flaqueada a los extremos 5’ y 3’ dos regiones no traducidas llamas 5’
URT y 3’ URT. Dichas regiones son importantes para: regulacion y replicacion del

ARN del virus. EI ARN gendmico del VHC tiene tres regiones distintas:

» Un 5 URT sin codificacion, es la regién mejor conservada del genoma,
contiene 342 nt. ubicados hacia arriba del codén de iniciacion ORF, esta
region dirige la unidon o ensamblaje de la subunidad 40s (entrada ribosomal
formando un complejo de pre iniciacién) subunidad ribosomal para la

traduccion de la poliproteina del VHC.

» Un marco de lectura abierto largo (ORF) conformado por mas de 9000
nucleotidos. Inicia por un codén de AUG, el largo codifica una poliproteina
de aproximadamente 3000 aminoacidos, que serdn procesados

posteriormente por hospeasas y proteasas virales.

» Un corto 3 la region 3'UTR, presenta dos zonas una zona variable
formado por 40 nucleédtidos, uracilos, una secuencia de polipirimidinica,
citosina intercalas y zona conservada de 98 nucledtidos. Relacionado con
la replicacion, estabilizacion y el empaqguetamiento del ARN viral a la vez
esta region diana para el desarrollo de técnicas de diagnostico molecular y

farmacos antivirales.
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La variabilidad de la secuencia de nucleotidos se distribuye a lo largo de
todo en genoma viral. EIl 5 UTR es la region mejor conservada en el
genoma, es el objetivo elegido para la deteccion del genoma del VHC a
través de los genotipos, mientras que las proteinas de la envoltura
codificante (E1, E2) son las mas variables. La region 5° URT por ser una
zona altamente conservada es objetivo de eleccidon para la deteccion del

genoma (ilustracion N°3) (30).

llustracion N°3. Esquema de la organizacion gendmica del VHC y las

proteinas Virales.

(a) Genoma viral
5'NC 3'NC
IRES

A ) Traduccion
(b) Poliproteina

vy v vy v y
| c I E1 B2 |p7| Ns2 [ NS3 hg] NS48 |  NSS5A 1 NS5B
Proteinas estructurales Proteinas no
Procesamiento

(c) Proteinas

T | i | 1

c || & ]| e | |7 ‘st H NS3 'EHNSAB [ Nssa H NS58
Core Glucoproteinas Proteasa  Serin Helicasa Red de ? ARN polimerasa
de la envuelta proteasa membranas
Viroporina Cofactor NS3

Fuente: Koutsoudakis G, Forns X, Pérez del Pulgar S. Esquema de la organizaciéon genémica del
VHC vy las proteinas virales. Biologia molecular aplicada del VHC. Espafa 2013 (27).

El ARN del genoma viral codifica poliproteinas estructurales y no estructurales.
Las Unicas proteinas presentes en la particula viral, son las estructurales:
» Proteina de la nucleocapside o core (C): De 16-22 KDa, polipéptidos de
19aa, proteina basica, contiene “aa” Arginina y Lisina, conservada que
envuelve el genoma del ARN viral. La capside se une a la regién 5’ no

traducida del VHC. Implicada en la hepatocarcinogenesis y esteatosis.
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» Dos glicoproteinas de envoltura (E1, E2/p7). E1: presenta 192aa, PM.33-35

KDa, presenta un péptido, secuencia de separacion en el extremo amino
terminal. ElI extremo carboxilo es hidrofébico con secuencias homologas a
segmentos transmenbranicos, implicados en el reconocimiento de los
receptores especificos e ingreso del virus en la célula. E2 (gp72): Conocida
como E2/NS1, PM.70-72 KDa, posiblemente actué en la union inicial del
virus con la célula del huésped, region hipervariable.

P7, proviene de la glicoproteina E2, polipéptido de 63 aa hidrofébicos,
PM.7 KDa, forma canales iénicos, cumple un papel esencial en la infeccién

por el virus (replicacion viral).

Proteinas No estructurales (NS): Formada por las siguientes proteasas virales:

NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B, las cuales deben sintetizarse antes de

iniciar la replicacion del genoma viral en la célula huésped:

>

>

NS2, tiene un PM.23 KDa, dependiente de Zinc.

NS3, tiene una actividad enzimatica (proteasa, ATPasa y helicasa),
proteina multifuncional, la helicasa es capaz desarrollar un molde de ARN
durante la replicacion del genoma viral. Presenta un extremo carboxilo
(reticulo endoplasmatico) y un extremo amino (citoplasma).

NS4A, tiene un peso 8 KDa, es util en el corte por parte de NS3, funcion
mediadora entre NS3 y NS4A con la membrana del reticulo
endoplasmatico, importante para la funcion de la proteasa.

NS4B, tiene un peso de 27 KDa, participa en la replicacion viral, tiene como

funcién formar microvesiculas membranosas provenientes de la membrana
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externa del reticulo endoplasmico interiormente se localizan: la proteina del
core y las proteinas no estructurales NS3-NS4A-NS4b-NS5A-NS5B.

» SNb5A, fosfoproteina hidrofilica, PM, 56-58kDa. Se encuentra presente la
region ISRD (Interferén sensitivity determining region) la cual posiblemente
puede predecir la respuesta viral a la terapia con interferén. Posiblemente
algunas mutaciones puntuales en esta proteina no estructural puede
aumentar la replicacion viral, a la vez que esta donde fosforilacion influye
en la eficacia de replicacion.

» NSb5B, proteina no estructural, tiene un peso molecular 65 KDa, es un ARN,
dependiente de polimerasa, encargado de la replicacion del genoma viral,
forma tipica de la polimerasa. Es de gran importancia para la terapia

antiviral. ILUSTRACION N°4) (31).

llustracion N° 4. Esquema de la Poliproteina del VHC.

RHV-1 HELICASA
i !
Core E1 E2 P7| NS2 NS3 NS4A | NS4B NS5A NS58
r T 1
Sitio GRiGA a CD81 Serin proteasa 4= Cofactor ARN polimerasa
e ARN dependiente
I
Autoproteasa

Fuente: Duefas S,Acosta N,Morales J, Garcia W. Biologia Molecular del Virus de la Hepatitis C.
Med int Mex. Mayo 2018 (31).

Proteinas virales, ubicadas a lo largo, codifica una poliproteina el cual es

procesado en al menos 10 diferentes proteinas que estan dispuesta en el orden
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NH2-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH. La peptidasa de la
sefal del huésped es necesaria para las divisiones en las uniones C-E1, E1-E2,
E2-p7 y p7-NS2. Las proteinas virales permanecen asociadas a las membranas

intracelulares después de procesar (FIGURA N°4) (30).

Regién terminal del VHC, el genoma termina en una en 3’ region terminal no
codificante, compuesta por alrededor de 200 nucleétido, estd compuesto por
uridina, altamente conservada, comprometida en la replicacion gendémica del
virus. Conformada por 4 elementos (de cadena positiva 5’ a 3’):

» Una secuencia corta con significativa variabilidad entre genotipos.

» Una zona poli (V).

» Una regioén de polipirimidinas, rica en uracilo con algunas citosinas.

» Una secuencia de 98 bases, que forma una estructura de tallo y anilla en el

extremo (18).

Para diferenciar entre las especies, subespecies y cadenas del virus de la
hepatitis C, se considera a las regiones posibles de ser empleadas: E2, NS2,
NS5b, E1, NS4A, NS4B y NS5A. Sin embargo las regiones poco efectivas para

diferenciar son: 5’ no codifica, nacleo y NS3.

2.2.7. Genotipos y Subtipos del Virus de la Hepatitis C.

Los ensayos filogenéticos de diversos aislamientos del virus de la hepatitis C,
refiere los diversos niveles de variabilidad genética en: genotipos (material
genético del virus), subtipo y cuasiespecies. Simmonds, en el afio de 1993

estableci6 un sistema de clasificacion, describiendo 6 genotipos (1 al 6)

37



presentado de un 60 a 70% de homologia, dentro de cada uno de los genotipos
se encuentran los subtipos a, b, c, d, e, f, g, h, i, j y k, los cuales presentan una
homologia del 60-70%, probablemente estan descubriéndose nuevos subtipos.
Debido a la falta de capacidad de corregir errores de la RNA polimerasa viral, en
cualquier huésped infectado el RNA viral no esta presente como una secuencia
Unica, sino como un conjunto de secuencias muy parecidas, agrupadas alrededor
de una secuencia mayoritaria, Io que se conoce como cuasiespecie. El genotipo
1, predictora posible de desarrollar enfermedad hepética severa, a vez el genotipo
1b presenta mayor resistencia al tratamiento de interferon alfa (IFN alfa) los
genotipos la y 1b ya que pueden evolucionar a cirrosis o hepatocarcinoma en
respuesta al tratamiento, es por tal motivo se consideran como de peor
pronéstico, los genotipos 2 y 3 tienen una mejor respuesta de eficacia al

tratamiento combinado de IFN / ribavirina en comparacion al 1y 4 (18).

La frecuencia de los diversos genotipos varia de un pais a otro, la literatura indica
que la distribucién y prevalencia de los genotipos se presenta en forma diferencial
dependiendo de la region geogréfica. Los genotipos también han sido asociados a
la diferente respuesta al interferon (IFN) y a la combinacion IFN / ribavirina.
Existen secuencias especificas del nucleo: E1 y NS5 y subtipos de los genotipos 1
y 2, considerados utiles para el diagnostico y aumento de sensibilidad en pruebas
de deteccion molecular del virus. Los pacientes con hemofilia y los que reciben
transfusiones frecuentemente es comun la infeccién por mas de dos genotipos. La

identificacion del genotipo viral se considera atil:

38



En estudios de transmision del VHC.
Estudio de la epidemiologia molecular.
Estudio de la patogénesis.

En el diagndstico serolégico y molecular.

La historia natural y

vV V VYV Vv VvV V

El tratamiento de la infeccion por el VHC.

La diversidad geografica del genotipo en su distribucion, como también la
combinaciéon de algunos genotipos con algunos factores de riesgo especificos,

han originado estudios epidemioldgicos en gran escala.

2.2.8. Ciclo del VHC

El virus de la hepatitis, tienen como principal célula diana de infeccion y
replicacion a los hepatocitos, también son capaces de infectar células sanguineas

como los mononucleares y polimorfonucleares.

» Adherencia del virus a la hepatocito poco descrita pero puede involucrar
entre las proteinas superficiales del virus con el receptor de la célula del
hepatocito

> Ingreso del virus a los hepatocitos, el virus ingresa a la célula previa union
de la glucoproteina E2, teniendo como receptor a las lipoproteinas baja
densidad y el receptor CD81 membrana del hepatocito. Posteriormente el
genoma es liberado en el citoplasma de la célula por endocitosis y

eliminacion de la capside.
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» Replicacion. Para poder replicarse el virus, tiene que formar sus enzimas
ya que los hepatocitos solo permiten la replicacion del ADN; de esta
manera se logra leer en forma directa en los ribosomas celulares,
posteriormente el genoma viral se traduce parecido a un RNAm (genoma
viral en sentido positivo). Luego de ser liberado inicia su traduccion en la
poliproteina de 3000 aa, proceso independiente de estructura luego
necesita el ensamblaje de la subunidad 40s del ribosoma en el sitio IRES
de la regién 5’ UTR, reconociendo el codon de inicio de la traduccion.
Conforme la proteina es traducida inicia el procesamiento de la misma
catalizada por las proteasas codificadas por el virus (NS2 y NS3).
Posteriormente dan lugar a las proteinas estructurales y no estructurales
en su forma original (poliproteina larga) de acuerdo al siguiente orden:
NH2-C-E2-E2-p7-NS1-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COO. La
replicacion del RNA viral es catalizada por la enzima RNA polimerasa
dependiente de RNA (es codificada por NS5b) originAndose una hebra de
polaridad negativa quedando como una copia madre, la cual servira como
molde para la copia de multiples hebras de ARN de polaridad positiva (31).
Los cortes iniciales de una poliproteina es catalizada por una proteasa del
huésped originando a la Unica proteina de la capside o core (c), las dos
glicoproteinas (E1, E2) y la proteina p7. Sin embargo las proteinas no
estructurales son sintetizadas por proteasas virales (NS2/3, NS3/4 A). Las
proteinas virales, el ARN viral y factores celulares poco estudiados, todos

incluidos en microvesiculas dan origen al complejo de replicacion del virus.
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» Salida del virus de la hepatitis C, comprende la fijacion de la patogenia viral
a la membrana plasmatica de la célula hospedera, proceso que provee al
virus una envoltura lipica. Las particulas maduras del virus migran de la
célula a través de un proceso de exocitosis. Posteriormente las particulas
virales se adhieren a las células del hepatocito, dando inicio otra vez al
proceso. La heterogeneidad del virus se debe a una elevada tasa de
replicacion (10 a la 12 viriones producidas en un dia) y a la tasa de error de

la polimerasa.

2.2.9. Diagndéstico del virus de la Hepatitis C

El proposito del diagndstico de infeccion viral es permitir que las personas
infectadas sean identificadas y tratadas. Por lo tanto, el diagndstico de infeccion
viral es importante para prevenir la progresion de la enfermedad y la propagacion
viral. La mayoria de los pacientes infectados por el VHC primario son
asintomaticos, por lo que los sintomas no se pueden utilizar como indicadores
especificos para la infeccion por VHC. A todos los pacientes que son
hemodializados se les realiza la determinacion del nivel de aminotransferasas
(ALT) en muestras de suero antes del inicio de la dialisis y mensualmente, y la
deteccion de la respuesta inmunologica humoral contra proteinas virales
(anticuerpos anti-VHC) mediante enzimoinmunoandlisis, antes del inicio de la
didlisis y después, cada 6 meses para detectar la infeccion en forma precoz segun

las recomendaciones del CDC.
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Para detectar la infeccion por VHC se realizan varios andlisis de sangre, que

incluye pruebas de deteccion de anticuerpos contra el VHC (anti-VHC) (10).

2.2.10. Inmunoensayo enzimético (EIA)

Chun et al. (30) menciona que se emplean enzimas como método de deteccion;
las mas utilizadas son FAL, peroxidasa de rdbano picante y galactosidasa B. En la
Ultima fase de estas técnicas, se agrega un sustrato que reacciona con la enzima
del reactivo para producir una sefial detectable; se requiere un equipo especifico
para detecta la sefal, la cual puede ser un cambio de color o emision de luz; la
intensidad de la sefal indica la concentracion de enzimas presentes e
indirectamente del analito detectado. La generacion de inmunoensayos, desde su
disefio inicial, los IEA han experimentado un considerable desarrollo técnico. La
sensibilidad y especificidad de las técnicas de deteccion del anticuerpo a VHC se
incrementaron, debido al perfeccionamiento de los reactivos, especificamente de

los antigenos empleados.

2.2.11. Analizador Cobas e411

El analizador e411 de la casa comercial Roche Diagnostic (31) procesa mas de
50 pruebas, trabaja con varios fluidos como: suero, plasma y orina. Este equipo
realiza: perfiles hormonales, marcadores tumorales, 6seos, cardiacos, artriticos
asi como la deteccién de ACs de enfermedades infecciosas ocasionadas por virus
0 parasitos. Capacidad de trabajar realizando 15 diferentes ensayos, tiene un
rotor con 18 cartuchos de diferentes reactivos. La carga de trabajo para el

cobas411 consta en procesar 75 test en cada carga de trabajo y esto
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aproximadamente 85 test por hora. Tecnologia Electroquimiolumiscencia,
basandose en el principio de la técnica Elisa para los test como: el principio
sandwich 1 0 2 pasos (Analitos grandes), principio competitivo (Analitos muy
pequefios). Y principio de formacion de puentes para hallar ACs en cada muestra
procesada. Cobas 411 nos ayuda a la deteccion de enfermedades, trastornos del
metabolismo, marcadores tumorales, endocrinoldgicos, enfermedades infecciosas

usando solamente 50 ul de muestra.

llustracién N°5. Equipo Automatizado Cobas e411

Fuente: Roche Diagnostics GmbHD-68298 Mannheim. Germany: Roche Diagnostics; 2009.
Disponible en: www.roche.com (32).

2.2.11.1. Eficiencia e411

Packs cobas e411:
> La presentacion de los reactantes (Rvos.) es liquida, facil de utilizar.
» Cada reactante viene con su calibrador, por cada parametro, sirviendo de
apoyo para el area de logistica.
» Programacion - carga tiene la funcion de realizar una gestion homogénea y

segura de los datos.
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» La pantalla para verificar los datos y hacer seguimiento es de facil acceso
para el usuario, dando resultados de busqueda veridicos y confiables.

» Presenta una pantalla mejorada para revision de datos.

> “Tecnologia ECLIA, de Alta sensibilidad analitica que permite rangos de
medicion y volumenes minimos de muestra, presenta activacion mediante
voltaje para una reaccion controlada que permite una alta precision
evitando repeticiones innecesarias, tiene tiempos cortos de incubacién”

(31).

2.2.11.2 Caracteristicas de los reactivos del e411
“Los reactivos vienen preparados listos para utilizar, cada kit contiene entre 100 y
200 determinaciones, cada reactivo tiene un codigo de barra bidimensional,

presenta kit para stat en 9 minutos y resultados de kit de rutina en 20 minutos, la

estabilidad del reactivo a bordo es de 30 dias” (31).

2.2.11.3. Mantenimiento del equipo e411

‘Limpiezas diarias del sistema al terminar el trabajo o pedidas por el operador.

Limpieza de LFC cada 15 dias solicitado por el sistema Mantenimientos generales

de Ingenieria cada tres meses y anual” (32).
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2.2.12. Electroquimiolumincencia (ECLIA)

Segun la casa comercial Roche (32) los procesos de la ECLIA presentan
numerosas moléculas (rutenio, osmio, renio entre otros elementos). La
Electroquimiolumiscencia es un proceso en el que se generan especies muy
reactivas a partir de precursores estables en la superficie de un electrodo; estas
especies sumamente reactivas reaccionan entre si, y asi producen luz. El
desarrollo de los inmunoensayos ECL de origen se basa en el uso del complejo
de rutenio (Il) - tris (bipyridyl) (Ru (bpy)3)2+ y tripopilamida (TPA). El producto
guimioluminiscente final se formara durante el paso de deteccion. Las reacciones
guimioluminicente que producen emision de luz del complejo de rutenio se inicia
por un proceso eléctrico en vez de quimico, esto con la ayuda de voltajes a los
complejos inmunoldgicos que estan unidos a microparticulas recubiertas de
estreptavidina. La gran ventaja de la iniciacion eléctrica de la reaccion

guimioluminicente es que se puede controlar de forma precisa toda reaccion.

2.2.12.1. Complejo de rutenio

Reyes (34) sefala que la electroquimioluminicencia usa un quelato de rutenio
como complejo para el desarrollo de la luz. Las sales de rutenio-tris (bipyridyl) son
compuestos estables y solubles en agua. Los ligandos de bipyridyl se pueden
modificar facilmente con grupos reactivos para formar compuestos
quimioluminiscente activados. Para el desarrollo de los inmunoensayos ECL usa
un ester de Nhidroxisuccinimida (NHS) de un complejo modificado Ru (bpy)3
porque se puede acoplar facilmente con los grupos aminos de proteinas,
haptenos y acido nucleicos; esto permite aplicar tecnologia de deteccion para los

analitos.
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llustracion N°6. Complejo de Rutenio

Tris-(bipyndyl)-Ruthenium-cation [Ru (bipy), ]

n
N\ {

@ |

Figura 1: Complejo de Rutenio II - tri bipiridil

Fuente: Reyes Gonzalez S. cAmara de Fluorescencia, principios y oferta comparada. 2009 (citado
26 de may 2009); 8 (1): 3. Disponible en:
http://www.nib.fmed.edu.uy/Seminario%202009/Monografias%20seminario%202009/REYES-
monografia_camaras ECL2009.p (34).

2.2.12.2. Reaccion de ECLIA en la superficie del electrodo

‘Las sustancias que estan electroquimicamente activadas son el complejo se
rutenio y la tripropilamina, las cuales forman parte de las reacciones que llevan a
la emision de luz. Ambas sustancias estan estables mientras no se aplica un
voltaje. La reaccion ECL, del rutenio tris (bipyridyl) 2+ y la TPA se producen en la
superficie del electrodo de platino” (34).

llustracién N°7: Reaccion ECL en la superficie del electrodo.

i Elecirnge

Figura 2: Reaccién ECL en la superficie del electrodo

Fuente: Reyes Gonzalez S. cdmara de Fluorescencia, principios y oferta comparada. 2009 (citado
26 de may 2009); 8 (1): 4. Disponible en:
http://www.nib.fmed.edu.uy/Seminario%202009/Monografias%20seminario%202009/REYES-
monografia_camaras ECL2009.p (34).
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Reyes (34) informa cuando se aplica tension en el electrodo de trabajo respecto al
liquido que se desea medir se genera un campo eléctrico, que activa la reaccion
entre las sustancias. La TPA es oxidada en la reaccion quimica perdiendo un
electron, en la que se convierte en un cation radical intermedio liberando un
proton para formar un radical TPA, a la vez el complejo de rutenio libera un
electron en la superficie del electrodo pasando a ser cation (Ru (bpy)3+3) dicho
cation va a reaccionar con radical TPA generando reaccién quimioluminiscente se
reduce nuevamente a Ru (bpy) 2+3 pasando a su estado no excitado emitiendo
un fotén a 620 nm. El TPA es consumido durante la reaccién y no se regenera por
lo cual debe ser inyectado nuevamente en la reaccion. La reaccion
guimioluminiscente es controlada por difusion de TPA y cantidad de rutenio
presente en la sustancia, para que el TPA se vaya agotando y asi la luz emitida

baja su intensidad.

llustracion N°8. Ciclo de Reaccion ECL

Reaction Phase-Base State Reaction Phase-Light Generation
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Figura 3: Ciclo de raccién ECL

Fuente: Reyes Gonzalez S. cAmara de Fluorescencia, principios y oferta comparada. 2009 (citado
26 de may 2009); 8 (1): 4. Disponible en:
http://www.nib.fmed.edu.uy/Seminario%202009/Monografias%20seminario%202009/REYES-
monografia camaras ECL2009.p (34).
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2.2.12.3. Componentes de la Electroquimioluminiscencia (ECLIA)

2.2.12.3.1 Cubetas de medicion

La cubeta posee un sistema de deteccion de la ECLIA, fabricada como una

cubeta de paso de flujo.

Aqui se realiza tres pasos:

llustracion N°9. Cubeta de Medicién ECL

B c
A D
\\ w— - 5 !71/’/
o o Y g——— __* T
- * % *
44444 *
/ . \
G E
A Microparticulas magnéticas con complejo B Fotomultiplicador
unido de antigeno-anticuerpo
C Contraelectrodo D Anticuerpo libre (marcado con rutenio)
E Canal de flujo F  Imén
G Electrodo de trabajo
Figura A-7 Cubeta de medicion de ECL

Fuente: Reyes Gonzalez S. cAmara de Fluorescencia, principios y oferta comparada. 2009 (citado
26 de may 2009); 8 (1): 4. Disponible en:
http://www.nib.fmed.edu.uy/Seminario%202009/Monografias%20seminario%202009/REYES-
monografia camaras ECL2009.p (34).

2.2.12.3.2 Separacion unidallibre

Con la ayuda de un iman, las microparticulas de estreptavidina recubiertas con
complejos de Antigeno — anticuerpo se depositan uniformemente en el electrodo

de trabajo.

48


http://www.nib.fmed.edu.uy/Seminario%202009/Monografias%20seminario%202009/REYES-monografia_camaras_ECL2009.p
http://www.nib.fmed.edu.uy/Seminario%202009/Monografias%20seminario%202009/REYES-monografia_camaras_ECL2009.p

Se utiliza un bufer de sistema (pro Cell) para lavar las particulas en el electrodo
de trabajo y para expulsar el exceso de reactivo y materiales de muestra de la

cubeta de medicion (34).

2.2.12.3.3 Reaccion ECL

El iman se retina y se aplica a continuacién voltaje al electrodo, que estan
depositadas las microparticulas recubiertas de complejo de Ag-Ac para iniciar la
reaccion ECL; la emisidon de la luz se mide con un fotomultiplicador. El sistema
utiliza a continuacion las sefales correspondientes para el calculo de los

resultados.

2.2.12.3.4 Liberacién de microparticulas y limpieza de la cubeta

Cuando se ha completado la medicién, las microparticulas paramagnéticas se
lavan y separan de la superficie del electrodo con una solucion especial (clean
cell). La superficie de la cubeta de medicion se regenera variando el potencial en
el electrodo. A continuacion, la cubeta queda lista para otra medicion. La
superficie de la cubeta de medicidbn se regenera variando el potencial en el

electrodo.

2.2.12.4. Ventajas de la Tecnologia ECL
» Una marca no isotdpica extremadamente estable permite la comodidad de

poder utilizar reactivo liquido.
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» La mejorada sensibilidad junto con el breve periodo de incubacion se
traduce en ensayos de elevada calidad y en una obtencion rapida de
resultados.

» El gran intervalo de medicion de cinco pedidos de magnitud minimiza las
diluciones y repeticiones, en el que reduce el tiempo de gestion y el gasto
en reactivos.

» Es una técnica aplicable para la deteccion de todos los analitos, 1o que

ofrece una plataforma sélida para la ampliacion de posibilidades.

2.2.13. Pruebas Cualitativas para detectar la presencia o ausencia del Virus

VHC por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Salvatierra et al. (10) en un analisis del virus de hepatitis C en pacientes
hemodializados menciona que la confirmacion de la replicacion viral en pacientes
con anticuerpos anti-VHC positivos por EIA, se realiza por ARN viral en suero o
plasma, por medio de la retro transcripcion de la region 5 no codificante del virus
(5’NC), seguida de una amplificacion génica por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa anidada (RT-PCR anidada). Ademas, la deteccidon de genoma
viral se aplica también para definir infeccion por VHC en hepatitis agudas durante

el periodo ventana cuando adn no son positivos los anticuerpos anti-VHC.

‘Las pruebas cualitativas de amplificacion del acido nucleico del VHC se
consideran las pruebas mas sensibles para el diagndéstico de la infeccion por el
VHC. Estas pruebas pueden detectar el ARN del VHC en la sangre de un

paciente de 1 a 3 semanas después de la infeccidn inicial” (35).
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2.2.13.1 PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa)

Fue descubierta en el afio 1983 por Kary Mullis y la compafia llamada Cetus
Corporation; realizaron por primera vez esta técnica basada en el proceso de
replicacion explicado en el afio 1971 por Gobind Khorana. Mullis y compafiia
utilizaron dos cebadores o iniciadores que se alineaban con cada una de las
hebras del ADN, al cual le afiadieron ADN polimerasa 1 de la E. coli y nucle6tidos
trifosfatados. Mediante cambios de temperaturas ciclicas, esto dio como resultado
el proceso de la replicacion exponencial del fragmento de ADN que fue flagueado

por los cebadores.

La PCR se fundamenta en la replicacion celular del ADN y la accién de las
diferentes enzimas, dentro de las que destacan el ADN polimerasas las cuales,
replican las hebras del mismo al incorporar nucleétidos durante la sintesis de las
nuevas cadenas de ADN. Al lograr esta reaccion, se multiplicara el nimero de
copias de un solo fragmento especifico de ADN, lo que se conoce como
amplificaciones. Hoy en dia es considerada por expertos y cientificos como la
tecnologia cientifica mas importante que ha existido en los ultimos 100 afios y una
técnica comun e indispensable usada en laboratorios para investigaciones
meédicas y biolégicas para diversas aplicaciones. Mediante esta técnica el material
geneético unico y propio de cada especie es posible de rastrear y ser identificado
con precision, que indica como minimo de que especie de microorganismo se

trata e inclusive en algunas ocasiones identificar el miembro de esa especie (36).
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2.2.13.2. Fases o etapas de la PCR

» Desnaturalizacion: Temperatura muy elevada, 94-96 °C, lo cual provoca
gue los puentes de hidrogeno del ADN se separen y dejen sus bases
nitrogenadas visibles, con la facilidad de acceder a ellas. Como
consecuencia, cada cadena separada queda como molde para la sintesis

de una nueva cadena de ADN complementario (36).

llustracion N°10. Fase de Desnaturalizacion

Fuente: Rodriguez S,Barrera S.Reaccion en cadena a la polimerasa a dos decadas de su
invencion ( las etapas de un ciclo de reaccion).(publicado set 2004) (37).

» Deshibridacion o Apareamiento: En esta fase la temperatura baja
aproximadamente a 45-55°C en la que permite que los cebadores o
primers puedan unirse (alineamiento de cebadores o iniciadores) de forma

especifica a su secuencia complementaria. Especificidad de la reaccion

(36).
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llustracion N°11: Fase de Deshibridacion o Apareamiento

Cadena molde amtieentido.

Fuente: Rodriguez S, Barrera S.Reaccion en cadena a la polimerasa a dos decadas de su
invencion ( las etapas de un ciclo de reaccion). (publicado set 2004) (36).

> Extension o Elongacién: La temperatura media (alrededor de 72°C) en la
cual el cebador se une a su cadena complementaria de ADN, la enzima
polimerasa afadira nuevos nucleétidos complementarios a la cadena
molde y asi creara una molécula de ADN de doble cadena o replicacion.
llustracion N°12. Fase de Extensidon o Elongacion

M I

mlll"'

Fuente: Rodriguez |, Barrera S.Reaccion en cadena a la polimerasa a dos decadas de su
invencion ( las etapas de un ciclo de reaccion). (publicado set 2004) (37).

Todas las fases descritas se repiten satisfactoriamente, en las que se amplifica en
cada ciclo la region de interés de ambas cadenas complementarias. Asi cada
nueva copia servira de molde en los ciclos subsiguientes, por lo cual estas copias
generadas aumentan de forma exponencial creandose millones de copias de un

solo fragmento seleccionado Taq (bacteria termofila), vive entre 50 y 80 °C en

53



manantiales de agua caliente y posee alta resistencia utiliza una enzima especial
para replicar su ADN (ADN polimerasa Taq) y es esta la que se va a utilizar con

frecuencia en los diferentes métodos de PCR (36).

2.2.13.3. Elementos para la realizacion de PCR convencional

> Inicia con la toma de muestra de ADN a partir del cual queremos obtener
una copia del fragmento.

» Los dos cebadores o iniciadores de la reaccion (cadenas de
aproximadamente 15 a 30 desoxirribonucleotidos, los cuales son
complementarios a una cadena distinta del ADN y colocan un limite al
fragmento que se desea ampliar): los desoxinucleétidos (dNTPs
conformado por los cuatro dexocirribonucleotidos: dATP, dGTP, dCTP,
dTTP).

» Una Enzima ADN polimerasa termoestable.

» Un cofactor de la polimerasa (magnesio).

La reaccion en si consta de varios ciclos (entre 25 y 40) presentan temperaturas
caracteristicas e importantes en su realizacion. La temperatura indicada puede
variar segun la longitud de los fragmentos que se deseen estudiar o amplificar y
dependiendo de la secuencia de los cebadores (cada blanco molecular tiene
diferentes programas para el ciclaje de temperatura). El cebador y su estructura

son importantes para la técnica de PCR pueda realizarse satisfactoriamente (36).
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llustracion N°13. Ciclos de la PCR Convencional

37 5
= ADN 0 ADNe S
—> Primers 5’ J' 3’

& Taq Polimerasa — Desnaturalizacién
—> Cadena e 95 °C

naciente L
® dNTP’s >
A Mg+ — Hibridaciéon

= 50-60 °C
!

5" mewy 3’
—_— >

3’ 25 5+ Extension 72 °C
e

Ciclos siguientes

Fuente: Lamay de Dios L, et al. Fundamentos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
de la PCR en tiempo real, volumen 2 N°2, México 2013 (38).

Luego de realizar la PCR, el producto obtenido de amplificacion (amplicon),

servira posteriormente para la técnica de analisis.

Luego seran visualizadas a través de una electroforesis (separacion de grandes
moléculas a través de una matriz sélida que va a funcionar como filtro y las
separa en un campo eléctrico, segun su tamafio y carga eléctrica) en geles de
agarosa. Los acidos nucleicos poseen carga negativa brindada por el grupo
fosfato, por lo que al realizar la electroforesis van a migrar hacia el polo positivo

(36).
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llustracion N°14. Gel de Agarosa

Marcador
conocido

100 = s Amplicén

Fuente: Lamay de Dios L, et al. Fundamentos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
de la PCR en tiempo real, volumen 2 N°2, México 2013 (38).

Hoy en dia solo es necesario colocar el material necesario en microtubos y la
reaccion se realizara en equipos llamados termocicladores, los cuales
automaticamente programan los ciclos de temperatura y asi se produce la

amplificacion.

2.2.13.4. PCR en tiempo real

Lamay (38) menciona en su publicacion de “fundamentos de la reaccién en
cadena de la polimerasa y de la PCR en tiempo real’. Que la PCR en tiempo real
fue reportada por primera vez en un articulo de Higuchi y colaboradores (1993).
Utilizaron una camara de video para grabar en tiempo real la incorporacién de
BROMURO DE ETIDIO al ADN durante cada ciclo de la PCR realizada bajo la luz
UV. En el que concluye el objetivo de la PCR en tiempo real ha sido detectar y
cuantificar las secuencias especificas de los acidos nucleidos mediante el uso de

reporteros fluorescentes en la reaccion.
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La técnica tiene como principio principal a la PCR de punto final, la forma de
detectar y analizar los productos de amplificacion es diferente, la PCR en tiempo
real se refiere a la deteccion de los productos amplificados, que sucede en cada
ciclo de la reaccion y es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, a
diferencia de la PCR puno final (no detecta el tiempo real ni cuantifica la
secuencia en blanco) en la PCR de tiempo real el producto de amplificacion es
monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad de que
sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccion fue exitosa
como sucede en la PCR punto final. Si usamos ADN gendmico entonces usamos
PCR cuantitativa. La PCR-RT, se logra cuando se obtiene al ADNc y luego
realizando PCR. La PCR-RT en tiempo real garantiza sensibilidad, especificidad y
eficiencia aun teniendo una pequefia cantidad de ADN. PCR-RT cuantifica
pequefios cambios de la expresion genética por niveles de ARNm de células. El
ARNmM para su deteccién utiliza bajas concentraciones mientras que PCR punto

final trabaja a mas concentracién (38).

PCR-RT y PCR en tiempo real estdn utilizando los mismos componentes
quimicos: dNTP’s, Mg+, Buffer, reportero de fluorescencia para deteccién de
productos amplificados. Comercialmente conocida como master mix, utiliza agua
libre de nucleasas, los primers vienen preparados para generar amplicones de
100 150 pb. Se recomienda no superar el tamafio de los amplicones disminuiria la
eficiencia de la reaccion; una alternativa para evitar error seria comprar primers de

las casas comerciales que estén validadas y garantizadas (38).
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2.2.13.5. Quimicas utilizadas en PCR tiempo real

La fluorescencia mide la cinética del PCR y lo clasifica:

2.2.13.5.1 Agentes Intercalantes

Lamay (38) escribe que los agentes Intercalantes usan moléculas fluorescentes
para el aumento de emisién, al unirse el ADN doble cadena (SYBR Green y
Bromuro de etidio). La desventaja es que es inespecifico, no se puede usar para
reacciones multiples ya que se unen a cualquier producto resultante de una

reaccion que se desea medir.

Para cuantificar se necesita realizar curvas de desnaturalizacion para evidenciar
presencia de dimeros de cebadores, en la cuantificacién no se podré eliminar la
sefial del ruido en los procesos. Para mejorar la sensibilidad del método se usa

sonda de hidrolisis como Tagman y sondas de hibridacion como FRET.

2.2.13.5.2 Sonda de hidrolisis TAQMAN

Greif (39) expresa que las sondas estan disefiadas para aumentar la especificidad
en la secuencia de un producto amplificando uno de sus extremos 5 y al
fluorocromo reportero, el cual se hibridan de manera especifica, mientras la sonda
permanece intacta la emision es apagada por una segunda molécula unida al
extremo opuesto de la sonda 3°, esta molécula absorbe la emision del
fluorocromo reportero pero no la emite, entonces cuando la sonda esta intacta no
hay emision del fluorocromo. “Se muestra la sonda intacta, antes de producirse la
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amplificacion,con el fluorocromo unido al extremo 5’(F) y el quencher en el 3'(Q).

Se muestra el sitio de union de los cebadores forward(F) y reverso(R)” (39).

llustracion N°15. Estrategia de Sondas Tagman

- =
F 2}
F ' -
g u -
M‘
- Ta 5

Fuente: Greif G, Reaccién en cadena de la polimerasa, unidad de Biologia Molecular Institut
Pasteur Montevideo. Institut Pasteur Montevideo [Internet].2004 [citado 2004]; 1-19.Disponible en
http://www.chlaep.org.uy/descargas/curso_tb _mico bacterias/reaccion en cadena polimerasa.

pdf (39).

“Cuando se produce la amplificacion, comenzando desde uno de los cebadores,
la actividad 5’ 3’ exonucleasa de la enzima ADN polimerasa degrada la sonda,
separando fisicamente el fluorocromo y el quencher, permitiendo la emision de
fluorescencia. A mayor cantidad de producto, mayor sonda degradada y esto da
mayor emision de luz” (39).
llustracion N°16. Estrategia de Sondas Tagman

"Se muestra la sonda degradada, luego de la amplificacion la enzima a partir del
ebador forward (F) y el fluorocromo separada del quencher.Hebra de ADN recién

sintetizada” 3°.
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/
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Fuente: Greif G, Reaccién en cadena de la polimerasa, unidad de Biologia Molecular Institut
Pasteur Montevideo. Institut Pasteur Montevideo [Internet].2004 [citado 2004]; 1-19.Disponible en
http://www.chlaep.org.uy/descargas/curso _tb mico bacterias/reaccion en cadena polimerasa.

pdf (39).
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2.2.13.5.3 Sondas de hibridacion FRET

Sondas FRET son hibridadas de manera especifica dentro del producto de
amplificacion; en la primera sonda es adicionado un fluorocromo en extremo 3’ y
la segunda sonda que debe hibridar cerca de la interior se agrega un fluorocromo
en extremo 5 tales que la longitud de onda de emision del fluorocromo de la
primera sonda coincidan con la longitud de onda de excitacién del segundo
fluorocromo. Existe un intercambio de energia cuando hay aproximacion de las

sondas, se excita el primer fluorocromo y se evidencia la segunda (38).

2.2.14 Reaccién en cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa

Por Lamay et al. (38) PCR-RT utiliza el RNA como molde, detecta, amplifica el
RNA, se transcribe inversamente a DNA complementario (cDNA), con el uso de la
transcriptasa inversa. La PCR-RT realiza en primer lugar la sintesis de un hibrido
DNA/RNA, la transcriptasa inversa tiene funcibn Rnasa H, que ayuda a la
degradacion del RNA hibrido, la cadena restante de la molécula DNA simple sirve
para la formacion del cDNA. Para la actividad DNA polimerasa dependiente del
DNA en la transcriptasa inversa la eficiencia de la reaccion de la primera cadena
podria afectar el proceso de amplificacion. A partir de este procedimiento se usa
PCR convencional para amplificar cDNA, la opcion de revertir RNA en cDNA por
PCR-RT. El RNA es monocetenario, inestable y es dificultoso para su proceso,
solo sirviendo como primera opcion en gPCR, para la cuantificacion de la cantidad

de RNA que ha sido transcrito en un analito.
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2.2.15 Utilidad Diagnéstica de las pruebas en laboratorio

2.2.15.1. Sensibilidad (S)

Pita et al. (40) expresan en su publicacion sobre las pruebas diagnésticas a la
sensibilidad como probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo,
es decir, la probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba
diagndstica un resultado positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la capacidad del
test para detectar la enfermedad. Cuando los datos obtenidos a partir de una
muestra de pacientes se clasifican en una tabla de 2x2, es facil estimar a partir de
ella la sensibilidad simplemente como la proporciéon de pacientes enfermos que

obtuvieron un resultado positivo en la prueba diagnoéstica.

Sensibilidad = VP

VP + FN

2.2.15.2. Especificidad (E)

‘La probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir la
probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un resultado negativo.
También definimos la especificidad como la capacidad para detectar a los sanos”

(40). La especificidad se estimaria de la siguiente manera:

Especificidad = VN

VN + FP
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2.2.15.3. Valor predictivo positivo (VPP)

“Es la probabilidad de padecer la enfermedad dado que antes se ha obtenido un
resultado positivo en el test o prueba diagndstica. EI VPP puede estimarse, por
tanto, a partir de la proporcion de pacientes con un resultado positivo en la prueba

gue finalmente resultaron estar enfermos de la siguiente manera” (40).

VPP = VP

VP +FP

2.2.15.4. Valor predictivo negativo (VPN)

“El valor predictivo negativo se define como la probabilidad de que un sujeto con
un resultado negativo en la prueba diagnéstica esté realmente sano. Se estima
dividiendo el niumero de verdaderos negativos entre el total de pacientes con un

resultado negativo en la prueba” (40).

VPN = VN

FN + VN

2.2.15.5. indice Kappa de Cohen (K)

Lopez et al. (41) hace referencia que el indice Kappa es una medida de

concordancia la cual tiene por finalidad evaluar la variabilidad inter observador. El

indice compara los resultados reportados por dos o mas observadores (métodos)
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y que calcula como parte de su construccion la probabilidad de que estos hayan
concordado solo por el azar para poder eliminarla. Como idea general podemos

decir que el indice es:

Kappa= ((% de concordancia observada) - (% de concordancia esperada debido al azar)) /

(100%-(% de concordancia esperada debido al azar))

“El indice kappa utiliza en su formula el célculo de una concordancia absoluta y
una concordancia relativa, en el que incorpora en su férmula una correccién que
excluye la concordancia debida exclusivamente al azar, correccibn que como

veremos esta relacionada con las distribuciones marginales” (41).

El indice Kappa se define como:

. = Zﬂ-ii - Zﬁi Zﬁi
1- Z?ri?ri

“En consecuencia, el valor del indice Kappa k simplemente es la razon entre el
exceso de concordancia observado mas alla del atribuible al azar (£ wii- X wix.i)y

el maximo exceso posible (1 - X wix.i)” (41).

“La maxima concordancia posible corresponde a k = 1. El valor «k = 0 se obtiene
cuando la concordancia observada es precisamente la que se espera a causa
exclusivamente del azar. Si la concordancia es mayor que la esperada

simplemente a causa del azar, ¥ > 0, mientras que, si es menor, k < 0. El minimo

valor de « depende de las distribuciones marginales” (41).
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2.2.16. Inserto del test Elecsys. Anti-HCV II. MODULAR ANALYTICS E170

La prueba Anti-HCV Il es un test diagnostico in vitro destinado a la deteccion
cualitativa de los anticuerpos contra el virus de la hepatitis C (HCV) en suero y
plasma humanos Elecsys® Anti-HCV Il se utiliza para demostrar la presencia de
anticuerpos contra el VHC durante la infeccion aguda y crénica, y después de una
infeccion  resuelta. Este inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
(electrochemiluminescence immunoassay) “ECLIA” estd concebido para su

empleo en los analizadores automaticos Elecsys y cobas e. (42).

2.2.17. Diélisis

Rodriguez et al. (43) sefalan la dialisis como un procedimiento terapéutico por
medio del cual se eliminan sustancias téxicas presentes en la sangre. Como ya se
ha referido, el tratamiento de didlisis consiste en dos tipos de procedimientos: La
hemodidlisis y la dialisis peritoneal. El tratamiento de hemodialisis consiste en
dializar la sangre a través de una maquina que hace circular la sangre desde una
arteria del paciente hacia el filtro de dialisis, donde las sustancias toxicas de la
sangre se difunden en el liquido de didlisis; la sangre libre de toxinas retorna al

organismo a través de una vena canulada.

2.3. Terminologia Béasica
o Anti-VHC.
“Es la técnica de cribado y estudia la presencia de anticuerpos frente a este virus

en el suero del paciente”?.
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o PCR en tiempo real VHC

“‘Detecta la presencia de RNA viral en el suero del paciente y tiene utilidad como

técnica confirmatoria y como marcador evolutivo de la situacibn de cada

paciente™’.

2.4. Hipotesis

El método de ensayo electroquimioluminiscencia presenta utilidad diagndstica con

alta sensibilidad, especificidad y concordancia frente al método PCR en tiempo

real para el diagnéstico de Hepatitis C en un centro de didlisis de Lima, 2018.

2.5. Variables

Cuadro N°2. Cuadro de Operacionalizacion de variables

Variable Definicion conceptual Dimensiones Tipo de Indicador Escala de Valores
variable medicién
Utilidad Proceso en el que se
diagnostica generan especies muy
del método reactivas a partir de Electroquimiol
de ensayo | precursores estables en | uminiscencia, Resultado
electroguimi la superficie de un para el Cualitati de estudio a) valida
oluminiscen electrodo; estas diagnéstico de ualitativo por Método Nominal b) No valida
cia para el especies sumamente Hepatitis C ECLIA.
diagnostico reactivas reaccionan
de Hepatitis | entre si, y asi producen
C luz
Incorporacion de
BROMURO DE ETIDIO
al ADN durante cada

PCR en ciclo de la PCR
tiempo real, | realizada bajo la luz Uv, | PCR en Resultado
para el cuyo objetivo es sido | teémpo real, o de estudio a) Positivo
diagnostico detectar y cuantificar las ggra e,l ico d Cualitativo E%rRMetodo Nominal b) Negativo
de Hepatitis | secuencias especificas lagnostico de ~LRen
c de los acidos nucleidos | Hepatitis C tiempo real

mediante el uso de
reporteros fluorescentes
en la reaccion
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CAPITULO Il

DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo ynivel de investigacion

Estudio de tipo observacional, transversal y retrospectivo.

3.2. Poblaciéon y muestra

3.2.1. Poblacién

Conformada por 123 resultados de muestras de suero de pacientes

hemodializados que acuden regularmente a un centro de didlisis de Lima, periodo

de estudio de enero-diciembre del afio 2018.

La investigacion se desarrollé en un centro de dialisis de Lima, el cual cuenta con

un servicio de Laboratorio clinico, equipado y con personal calificado.

3.2.2. Muestreo: Censal

3.2.3. Criterios de Selecciéon ECLIA

a) Criterios de inclusion:

» Resultados de pruebas inmunoseroldgicas para VHC por método ECLIA y

PCR en tiempo real.
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b) Criterios de Exclusion:
» Resultados de pruebas inmunoseroldgicas dudosas o indeterminados.
» Resultado de pruebas inmunoseroldgicas de neonatos y menores de 18

anos.

3.3. Técnicas e instrumento de recolecciéon de datos

3.3.1. Técnica

Revision de registros de laboratorio, se incluyeron los resultados de las muestras
de pacientes con resultados de las pruebas de Electroquimiolumiscencia (ECLIA)

y método PCR en tiempo real para diagnéstico de VHC.

3.3.2. Instrumento

Ficha de recolecciéon de datos (Ver anexo 01)

3.3.3. Recoleccién de datos

La informacién se obtuvo de los registros de laboratorio, la cual se transfirié a la
ficha de recoleccién de datos elaborada para el estudio. Se elaboré una base de

datos en Excel para su posterior analisis.
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3.4. Procesamiento de datos y analisis estadistico.

En el estudio se hizo uso del analisis estadistico en tablas 2x2 para evaluar la

distribucion de frecuencias por cada método de procesamiento de laboratorio.

Se realiz6 analisis estadistico para evaluar el desempefio del método ECLIA en
base a estadisticos de sensibilidad, especificidad diagnéstica, valores predictivos
positivo y negativo, indice Kappa de Cohen y concordancia para la precision del

método (Electroquimiolumiscencia frente a PCR en tiempo real para VHC).

3.5. Aspectos éticos

La investigacion por su tipo y disefio no vulneré aspectos bioéticos de la
investigacion cientifica no requiri6 consentimiento informado. Sin embargo, si
requirid la aprobacién de las autoridades del Centro de didlisis. Para ello, se
solicité permiso al jefe del servicio de laboratorio del centro para acceder a la

base de datos de acuerdo a los objetivos del proyecto.

Por otro lado, estas acciones no ocasionaron riesgos para el personal o usuarios

del centro de Didlisis. Los investigadores mantuvieron en confidencialidad la

identidad de los usuarios.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

El estudio se realizd con 123 resultados de muestras de suero de pacientes que

acudieron al centro de Dialisis de Lima, las muestras fueron evaluadas por las

técnicas ECLIA y PCR-RT. Para obtener los resultados cualitativos de Reactivo y

No Reactivo por el método ECLIA se utilizé el punto de corte 7.

Tabla N°1. Tabla de contingencia resultados por ECLIA frente a PCR-RT

CARGA VIRAL PCR-RT

RESULTADO ECLIA DETECTABLE NO DETECTABLE TOTAL

REACTIVO 19 36 55
NO REACTIVO 2 66 68
TOTAL 21 102 123

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla N°1 se muestra la distribuciéon de resultados de las muestras de suero
por cada metodologia, 45% (55/123) de sueros Reactivos por ECLIA y 17%

(21/123) de sueros detectables por PCR-RT.

Sensibilidad y Especificidad

Para determinar el grado de validez diagnoéstica del método ECLIA se hizo uso de

los valores de sensibilidad y especificidad (Tabla N°2).
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Se obtuvo una sensibilidad del 90%, lo que significa que el método ECLIA tiene
una alta probabilidad (0.90) de identificar como Reactivo a las muestras de suero

gue son detectables por PCR-RT.

Se obtuvo una especificidad del 65%, lo que significa que el método ECLIA tiene
una probabilidad media (0.65) de identificar como No Reactivo a las muestras de

suero que son No detectables por PCR-RT.

Tabla N°2. Resultados de sensibilidad y especificidad de ECLIA frente a PCR-RT

para muestras de estudio

Parametro ECLIA respecto a PCR-RT
Sensibilidad 90%
Especificidad 65%

Fuente: Elaboracion propia

Valores predictivos positivo y Negativo (VPP / VPN)

En la Tabla N°3 se muestran el valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) para determinar el grado de seguridad diagnostica del método

ECLIA.

Se obtuvo un VPP o Probabilidad (enfermo/+) del 93%. La probabilidad que la

muestra sea detectable por PCRT-RT, dado que es identificada como Reactivo

por ECLIA, es del 0.93 (alta probabilidad).
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El VPN o Probabilidad (sano/-) resulto 57%. La probabilidad que la muestra sea
No detectable por PCRT-RT, dado que es identificada como No Reactivo por

ECLIA, es del 0.57 (probabilidad media).

Tabla N°3. Resultados de VPP y VPN de la enfermedad dado resultado ECLIA
Probabilidad condicion

Parametro
enfermedad
VPP 93%
VPN 57%

Fuente: Elaboracién propia

indice de concordancia

El indice Kappa de Cohen fue 0.3359 (Tabla N°4), grado bajo de concordancia

entre los 2 métodos para el diagnéstico del virus de la hepatitis C.

Tabla N°4. Indicadores de concordancia entre ECLIA y PCR-RT para diagndéstico

del VHC muestras de estudio de pacientes con hemodidlisis

Indicadores

Po 0,691056911 proporcion de acuerdos observados entre métodos

Pe 0,534800714 proporcién de acuerdos esperados o al azar entre métodos

K 0,335890878 Indice de Cohen

Fuente: Elaboracién propia
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El nivel de concordancia resultado de las coincidencias en el diagndéstico positivo
y negativo entre ambos métodos resulta 69.1%, lo que significa que representa la

tasa de aciertos en positivos y negativos.

4.2. Discusioén

El estudio realizé la evaluacion del valor diagndstico a traves de los indicadores
de sensibilidad y especificidad, asi como valor predictivo positivo, valor predictivo
negativo e indice Kappa de Cohen para el metodo ECLIA en el diagnéstico de

VHC en pacientes dializados en un centro de dialisis de un hospital de Lima.

El estudio presenta una sensibilidad del 90%, una especificidad del 65%, VPP
93%, VPN del 57% e Indice de Kappa de 33.6% para el metodo ECLIA frente al
PCR-RT, indicadores menores a los obtenidos en el estudio de Rivero R. et al. (6)
guien obtuvo una sensibilidad del 96.99%, una especificidad del 100%, VPP
100%, VPN 97.13% y Kappa de 97.01% para UMELISA HCV 3er gen frente al
PCR COBAS AmpliScreen HCV Test v2, probablemente por las caractersticas de
poblacién en estudio, pacientes tanto hematologicos como no hematologicos
(hemodializados). En el presente estudio se enrolé pacientes con el diagnéstico
de enfermedad renal cronica terminal o grado V de etiologia multiple sometidos a
programas de didlisis interdiario, quienes podrian presentar anticuerpos
inespecificos en el suero, los cuales podrian interferir en la reaccion antigeno-

anticuerpo del método ECLIA.
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Si comparamos los indicadores del estudio frente al de Kesli R et al. (14) con
sensibilidad 96.3%, especificidad 26.9%, VPP 80.2% y VPN 70%, se aprecia
mayor sensibilidad, menor especifidad y una alta tasa de falsos positivos en el
estudio, esto se debe a que los ensayos para anti VHC tiene entre sus
desventajas la alta tasa de falsos positivos, incapacidad de distinguir entre lo
agudo y activo de la enfermedad y una posibilidad de falsa negatividad con
muestra de pacientes inmunocomprometidos, tal como lo describe los fabricantes

de estos reactivos en las declaraciones publicadas ( insertos ) (42).

En el estudio (123 muestras), 36 resultaron falsos positivos por el método ECLIA
(29%), 2 falsos negativos equivalente a 1.6%, comparado al estudio realizado por
Dogan M et al. (9) quienes encuentran que al usar la nueva metodologia (CLIA) se
logra disminuir la tasa de falsos positivos de 75.1% a 35.5%, probablemente a por

el mayor nimero de pacientes.

El estudio de Mota F. et al. (15) determind que al comparar las metodologias
CLIA y ECLIA, una concordancia de 91.9% entre ambas frente al método de
referencia RIBA; se reporta un mayor valor diagnéstico en ECLIA frente al PCR-
RT (69.1%); probablemente, el método ECLIA y RIBA permiten la deteccion de
anticuerpos contra el virus de la hepatitis C y el método de PCR-RT permite la

detecion directa de componentes del virus en cuestion.

El indice Kappa de Cohen o Indicador de concordancia de ECLIA frente a PCR-
RT (Gold Estandar) para diagnostico de VHC en muestras de pacientes con

hemodidlisis fue de 0.34, grado de acuerdo débil. No obstante, el grado de

73



coincidencias resultdé en el orden del 69.1%, se refleja un alto grado de
coincidencias a la hora del diagnostico entre la prueba ECLIA y la prueba PCR-
RT. El indice kappa refleja una fuerza de concordancia débil (ECLIA frente al

PCR-RT) para detectar virus de hepatitis C en pacientes hemodializados.

La investigacion determind que la técnica ECLIA es una prueba sensible,
confiable, pero con un grado de concordancia débil en comparacion con la técnica
PCR-RT para deteccion de VHC en pacientes diagnosticados con enfermedad
renal crénica terminal en grado V, pacientes sometidos a sesiones interdiarias de

didlisis.
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5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

. El método ECLIA presenta una sensibilidad alta (90%) y especificidad

media (65%) para el diagnéstico de VHC en pacientes dializados.

. EI método ECLIA presenta valor predictivo positivo (93%) con alto grado de

seguridad diagndstica para confirmar a un paciente enfermo, mientras que
el valor predictivo negativo (57%) indicaria un grado medio de seguridad

diagndstica para confirmar a un paciente sano.

. El grado de coincidencias fue 69.1%, grado moderado en el nivel de

coincidencias a la hora del diagnéstico entre la prueba ECLIA y la prueba

PCR-RT.

. La investigacion determind que método de ensayo

electroquimioluminiscencia ECLIA presenta utilidad diagnostica por ser una
prueba altamente sensible, a pesar de tener una especificidad media, ser
una prueba confiable por presentar un alto grado de seguridad diagnostica,
pero una prueba con un grado de concordancia débil en comparacién con
la técnica PCR-RT para deteccion de VHC en pacientes diagnosticados
con enfermedad renal cronica terminal en grado V, pacientes sometidos a

sesiones inter diarias de dialisis.
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5.2.

Recomendaciones

Realizar el estudio con un mayor niumero de pacientes (muestras).

Evaluar la posibildiad de realizar un estudio multicentrico, mismo target de

pacientes con hemodialisis, para confirmar los hallazgos de la

investigacion.

Ampliar las variables de analisis para un mejor entendimineto de la utilidad

diagnotica.

Evaluar la posibildiad de realizar un estudio con muestras de suero

residuales en paciente con hemodialisis, para confirmar los hallazgos de la

investigacion.
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ANEXO 01

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

TABLA PARA RECOLECCION DE RESULTADOS DE HCV EN UN HOSPITAL

DE DIALISIS DE LIMA.

ANTI HCV REACTIVOS CON ELECTROQUIMIOLUMINISCENCIA PARA DEFINIR

RESULTADO

LECTURA (INDICE | CARGA VIRAL PCR-
ECLIA) RT

FECHA REGISTRO




