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La infeccién crénica por el virus de la hepatitis C (VHC) supone un
importante problema de salud puoblica. Segun datos recientes de la
organizacion mundial de la salud (1), mas de 185 millones de personas estan
infectadas en el mundo, de los cuales 350.000 mueren cada afio. En Espafia,
segun datos de la misma organizacion, la prevalencia oscila entre el 1,2 - 1,9%,
lo que supone que unas 700.000 personas padecen la infeccién y se estima
que un 70% de ellas sufren hepatitis C crénica (HCC). Al cabo de afios, la
infeccion crénica por el VHC se asocia a una mayor incidencia de cirrosis
hepatica y hepatocarcinoma, suponiendo la causa de un 30% de los trasplantes
hepéaticos realizados en Espafa y convirtiendo al virus de la Hepatitis C en la
principal causa de muerte por infeccion en Espafa (2, 3, 8, 76) y superior

incluso a las producidas por accidentes de trafico (Tabla 1).

Mortalidad comparada VHC vs siniestros de ®>PA

Y m TRAFICO
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Tabla 1.1

Dado que en la actualidad no existe una vacuna eficaz frente al VHC, el
tratamiento de la HCC hasta la fecha se ha basado en la combinacién del
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interferén pegilado (PeglFN) y ribavirina (RBV). No obstante, dada su menor
eficacia en ciertos grupos de pacientes, coinfectados VIH-VHC, pacientes con
genotipo 1 y 4, y al desarrollo frecuente de efectos adversos en los pacientes
en tratamiento, se han desarrollado nuevos antivirales frente al VHC
denominados DAA (direct acting antiviral). Dentro de estos nuevos farmacos ya
han sido autorizados para su comercializacion en Europa los inhibidores de la
proteasa: boceprevir, telaprevir, simeprevir y paritaprevir y los inhibidores de la
ARN polimerasa NS5A: daclatasvir, ledipasvir y ombitasvir y de la ARN
polimerasa NS5B analogos de nucledsido: sofosbuvir y no analogos de
nucleésido: dasabuvir (1, 4, 4b, 5, 5b, 6).

1.1 VIRUS DE LA HEPATITIS C

Al principio de la década de 1970 se introdujo el nombre de hepatitis

no-A, no-B” para las hepatitis transmisibles al hombre y al chimpancé que no
presentaban marcadores serolégicos de la hepatitis A ni B (7). Aunque la
mayoria de ellas estaban relacionadas con las transfusiones sanguineas, en
1979 se demostrd que también podian transmitirse por otros mecanismos. Su
diagnéstico, por aquel entonces, se basaba en la exclusion de los otros tipos de

hepatitis viral (8).

Era conocido que cerca del 10% de los pacientes que recibian una
transfusion sanguinea desarrollaban un tipo de hepatitis, que la mayoria de
veces era asintomatica durante la fase aguda y que solo era detectable en
aguellas ocasiones en las que se hacia un analisis de rutina de transaminasas.
Pero un 70% de estos pacientes evolucionaban a la cronicidad y, al cabo de
algunos afos, la histologia hepatica mostraba importantes lesiones de

hepatopatia crénica y cirrosis.

Mediante estudios fisico-quimicos lo primero que se confirmé fue que el

virion debia tener entre 30 y 50 nm y poseer una envuelta lipidica. En un
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principio se fracaso en el intento de identificacion del virus y en la deteccion de

anticuerpos especificos (9,10).

A mediados de 1988, en el laboratorio de Michael Houghton de la
corporacion Chiron, en colaboracion con el laboratorio de Daniel Bradley de los
Centros de Control y Prevencion de las Enfermedades (CDC), se identificd un

antigeno codificado por el virus asociado con la hepatitis “no-A, no-B”
postrasfusional y a su agente se lo denomind virus de la hepatitis C (VHC) (9).
Poco tiempo después se convirtio en el primer virus descubierto mediante
clonaje molecular del genoma viral completo (11), sin el uso directo de métodos
bifasicos o bioldgicos. Esto se consiguié mediante la extraccion del ARN del
virus procedente del plasma de un chimpancé infectado por VHC inoculado con
un concentrado de Factor Xlll contaminado. Fue durante ese periodo, cuando
surgieron otros descubrimientos importantes, como el reconocimiento de la
capacidad de este virus de producir infecciones latentes y su fuerte asociacion

con hepatitis cronica, cirrosis y carcinoma hepatocelular.

Envoltura de g
la glucoproteina E1
---------- Proteina de i

. la capsida C ‘
ba -« -+ Acido nucleico

®%. . . . Capa lipidica
de la envoltura

P vt Envoltura de la
glucoproteina E2

Vista completa Seccion

*Fuente: Louis E. Henderson. Frederick Cancer Research Center.

Figura I.1-Estructura general del VHC (11b)

1.1.1 Taxonomia

El VHC es un virus ARN de cadena simple con polaridad positiva con
un genoma de 9400 nucleétidos aproximadamente. El viribn, que tiene forma

esférica, se compone de capside icosaédrica, dotado de envoltura y tiene,
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aproximadamente, 50 nm de diametro (12, 12b, 13). Su estructura,
organizacion genémica y ciclo de replicacion son similares a los de la familia
Flaviviridae (14, 15), si bien lo suficientemente distintos como para ser
clasificados dentro de un género nuevo, el de los Hepacivirus (16). Los géneros
relacionados incluyen al género Flavivirus (con especies como los virus de la
fiebre amarilla y del dengue) y al género Pestivirus (con especies como los
virus de la diarrea viral bovina y de la fiebre porcina clasica). Los virus GB (17,
18) (incluido el virus GB C, que a menudo es denominado como “virus de la
hepatitis G”) también se encuentran en la familia Flaviviridae, si bien adn no se
han asignado a un género en particular y no parecen ser causa de dafio
hepatico en humanos. De estos virus, el virus GB B tiene el nivel mas elevado

de relacion con el VHC.

1.1.2 Replicacion y patogenicidad

A pesar de que el VHC fue clonado y secuenciado completamente en
1991, no fue hasta 2005 cuando se logr6 desarrollar cultivos celulares
eficientes y eso fue lo que ha retrasado la aparicién de una descripcién precisa
de su mecanismo de replicacion celular hasta este ultimo lustro. Estos cultivos
han sido realizados a partir de diversas lineas celulares siendo las mas
frecuentes las “células Hugh 7.5” (células de hepatoma humano) (19). El
reciente desarrollo de estos nuevos sistemas de cultivo celular de VHC (19b)
ha proporcionado no solo las armas necesarias para identificar y validar los
antivirales de accién directa mas prometedores, también ha supuesto un
instrumento indispensable para la caracterizacion de numerosos factores

celulares que colaboran en la propagacion del VHC.

Como parasitos intracelulares obligados, los virus tienen una fuerte
dependencia de las funciones de sus células huésped a la hora de propagarse.
Evidentemente esto no es diferente en el VHC, quien utiliza multiples factores
presentes en la célula hospedadora para penetrar en ella, replicar su genoma 'y
ensamblar el virus resultante de la replicacion. En principio, todos estos

factores de dependencia del VHC son potenciales dianas terapéuticas dado



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] FIliteLeely

que blogueando su actividad se inhibira la propagacion del virus. Por ello, los
avances en el cultivo celular de este virus han supuesto un importante avance
en el disefio de nuevos farmacos para combatir su infeccion gracias a la

posibilidad de poder estudiar su ciclo vital.

El VHC es un virus no litico, es decir, infecta las células diana
(hepatocitos), prolifera en su interior y es liberado al espacio extracelular sin
alterar la integridad celular. Durante su ciclo vital, el VHC utiliza moléculas
propias de la célula hospedadora (denominados factores de entrada o en Inglés
Host factors), asi como diversos mecanismos bioldgicos celulares tales como
las vias de endocitosis y secrecion. El tropismo del virus por el tejido hepético
se fundamenta en los humerosos factores del hospedador que los hepatocitos
presentan en su superficie y que estan ausentes en otras células. Del mismo
modo se han observado importantes diferencias entre los Host factors
humanos y los de otros animales, lo cual justificaria el que el VHC Unicamente

infecte humanos y chimpancés.
El ciclo vital del VHC puede dividirse en 4 etapas:

1.-Entrada del virus en el hepatocito

A través del torrente sanguineo el VHC llega al higado donde tiene la
capacidad de atravesar el endotelio fenestrado y de esta forma entrar en
contacto con la superficie basolateral de los hepatocitos, unas células

hepéticas parenquimatosas altamente especializadas.

La entrada del VHC al hepatocito es un complejo proceso que requiere
de numerosas proteinas de la célula hospedadora, dentro de éstas se
encuentran los 4 denominados “factores de entrada” que son indispensables
para la admision del VHC en el interior de la célula: Receptor neutralizador
tipo B1 (SCARB1), tetraspanina CD81 y dos moléculas estrechamente
conectadas la claudina-1 (CLDN1) y la ocludina (OCLN) (20-24). Mientras
gque SCARB1 y CD81 se unen a la glicoproteina E2 del VHC (20,21), se
duda de la interaccion entre ésta con CLDN1 y OCLN. Sin embargo,

recientes estudios genéticos subrayan la necesidad de que todos y cada uno
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de estos 4 factores de entrada se expresen para que una célula sea
susceptible de ser infectada (23).

Estudios cinéticos y de imagen sugieren que la entrada del VHC se lleva
a cabo mediante un mecanismo estrictamente controlado en el espacio y el
tiempo. Por ejemplo, los factores de entrada serian utilizados de una forma
escalonada (22, 25-27) dado que se encontrarian en diferentes
compartimentos de la membrana (28, 29). No obstante, no se han
encontrado evidencias experimentales directas de este modelo de entrada
multifasico. De cualquier manera, tal y como han indicado los modelos de
ratones transgénicos con factores de entrada humanos, los factores CD81,
SCARB1, CLDN1 Y OCLN son indispensables para la entrada del VHC tanto
in vitro como in vivo (30-32).

Junto con los factores de entrada esenciales, la presencia de otras
moléculas de la célula hospedadora permite la invasion celular. Dentro de
dichas moléculas se encuentran factores de fijacibn como los
glucosaminoglucanos, el receptor de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL-R) (33, 34), el receptor tirosina quinasa, el receptor de Niemann-Pick
Cly el receptor de transferrina (35,36).

Tras la unién a la superficie celular y la interaccion con los factores de
entrada, el virus es introducido por endocitosis mediada por clatrina. Dentro
del endosoma primario, rodeado por un pH &cido, la cubierta del VHC se
fusiona con la membrana endosomal. Una vez en el citosol, la cépside
compuesta por la proteina del core se desestructura y libera el ARN viral

finalizando de este modo la etapa de invasién.

2.-Translacion del genoma y procesamiento de las poliproteinas

La segunda etapa del ciclo vital del VHC sucede en el citoplasma del
hepatocito, donde la cadena de ARN de polaridad positiva es traducida en el
reticulo endoplasmico por los ribosomas celulares generando una
poliproteina. Esta poliproteina es entonces procesada por la célula

hospedadora y por las proteasas virales produciendo las 10 proteinas
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estructurales (E1, E2, core) y no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B).

3.-Replicacion gendmica

En un tercer paso, la polimerasa dependiente de ARN viral NS5B
amplifica el genoma viral originando una cadena ARN de polaridad negativa
intermedia. La replicacion de ésta se lleva a cabo en compartimentos
citosolicos especializados conocidos como red membranosa o vesiculas de
replicacion y que derivan del reticulo endoplasmico (37-40) Los Host factors
han participado previamente en la formacion de dichas vesiculas donde, en
colaboracion con multiples proteinas virales (incluidas no estructurales como
NS3, NS4A, NS4B, NS5A Y NS5B), dan lugar al ensamblaje del complejo de
replicacion del VHC (41). Entre los factores de replicacion implicados en este
proceso, destacan ciclofiina A (CypA), fosfatidilinositol 4-quinasa Illa
(P14Kllla) y micro-ARN-122 (miR-122).

4.-Ensamblaje de la cubierta y liberacion desde la célula hospedadora.

Una vez se hayan sintetizadas tanto la cadena replicada del ARN viral
como las proteinas estructurales E1, E2 y core, los cuatro componentes son
ensamblados en viriones nacientes. Inicialmente, el ARN es empaquetado
en unos organulos lipidicos de almacenamiento citosolico tipo capside. A
continuacion las capsides de VHC abandonan el reticulo endoplasmico,
llevandose consigo parte de éste, a modo de cubierta y, junto con ella,
dimeros E1E2 embebidos en lo que finalmente se convierte en una bicapa
lipidica para el virus. Por ultimo, el VHC utiliza la via de secrecién de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) para abandonar el hepatocito, de
esta forma los viriones VHC circulan a través del torrente sanguineo

formando un complejo con dichas lipoproteinas.

Numerosos host factors realizan funciones esenciales durante el
ensamblaje y liberacion del virus. Dos enzimas celulares modificadoras de
lipidos denominadas diacilglicerol aciltransferasa (DGATL1) y la fosfolipasa
A2 citosolica (PLA2GA4) contribuyen a la generacidn de progenie infecciosa

del VHC (42,43). Mientras DGAT1 interactia directamente con la proteina
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del core posibilitando su entrada en la capside lipidica, PLA2GA4 procede
mediante la adhesion de gricerofosfolipidos con acido araquidonico en la
posicion sn2, afectando de esta manera a la fluidez de la membrana y
generando una curvatura en ella que conduce a la produccién del virus. En
el reticulo endopldsmico glucosidasas del hepatocito pliegan y maduran las
glicoproteinas de la cubierta del VHC. Finalmente, apolipoproteinas como la
apolipoproteina E (apoE) y proteinas involucradas en la produccién de VLDL
como la proteina de transferencia de triglicéridos microsomal (MTTP)

mantienen la produccién de particulas viricas.

Con la liberacion de las lipoviroparticulas VHC infecciosas al torrente
sanguineo el ciclo vital se habrd completado. Cabe mencionar, que ademas
de la infeccién de los hepatocitos por viriones libres, el VHC puede (al
menos in vitro) pasar directamente de una célula a otra requiriendo

Unicamente algunos de los factores de entrada previamente mencionados.
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Figura 1.2-Ciclo vital VHC (19)
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En definitiva el virus no dafia el hepatocito por si mismo. En realidad, los
mecanismos mediante los cuales el virus de la hepatitis C causa el dafio
hepatico crénico y progresivo no estan completamente dilucidados. Se ha
observado una falta de correlacion entre los niveles intrahepaticos del ARN del
VHC y el grado de inflamacion en el material de biopsias de pacientes con
hepatitis crénica por virus C, lo que sugiere que el dafio esta mediado

principalmente por mecanismos inmunes.

Durante la infeccion aguda, se produce un pico sérico de transaminasas
que se ha correlacionado con la activacién de la respuesta inmune celular,
quien se ha identificado como la responsable del dafio histolégico a nivel
hepatico. Tras su activacion, las células T secretan citoquinas y otras
sustancias que afectardn al higado de diversa manera. Varias de estas
citoquinas actian como mediadoras en la inflamacién causada por la hepatitis
C y se han relacionado con la muerte de los hepatocitos en situaciones de
colestasis o fibrosis aunque, paradojicamente, también participan en la
regeneracion posterior a este dafio hepatico. Aunque no existe consenso al
respecto, numerosos estudios indican que el desequilibrio en la produccién de
las citoquinas Th1ly Th2 juegan un papel crucial en la progresion de la hepatitis
C cronica. La justificacion de esta teoria es que la expresiéon de citoquinas Thil,
como por ejemplo la IL-2 o el TNF se relacionan con cuadros mas agresivos a
nivel hepético, mientras que la expresion de las citoquinas Th-2 como la IL-10

se han relacionado con cuadros mas leves (43b).

Del mismo modo, se han descrito diversos factores, también ajenos al
virus, que se han relacionado con la progresion de la enfermedad (también
abordado en el apartado 1.4 “Historia natural de la infeccion”):

1. Histolégicos: a mayor actividad inflamatoria en la biopsia de inicio,
mayor progresion a cirrosis.

2. Niveles de transaminasas persistentemente normales: se acompaifian
con menor progresion a fibrosis y cirrosis.

3. Consumo de alcohol: se asocia al aumento de la progresion a fibrosis,

hepatocarcinoma y mortalidad global.

10
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4. Consumo de tabaco: aumenta la progresion a fibrosis y carcinoma
hepatico.

5. Metabolismo del hierro: la sobrecarga de hierro en el tejido hepatico
secundaria a la presencia de inflamacion y posiblemente a
alteraciones del metabolismo de hierro producidas por el virus, lo cual
ocurre en el 30-40% de los pacientes con hepatitis C crbnica, se
asocia a desarrollo méas acelerado de fibrosis.

6. Coinfeccion con hepatitis B: se acomparia de niveles mas elevados de
transaminasas y desarrollo mas rapido de fibrosis y cirrosis, y
especialmente mayor riesgo de hepatocarcinoma.

7. Coinfeccion con VIH: debido a la alteracion inmunoldgica en estos
enfermos, se observa una progresion sensiblemente mas rapida a

cirrosis, fallo hepatico y hepatocarcinoma.

Por otro lado, existen otros factores considerados como predictivos en el
buen pronéstico de la infeccion, entre ellos la edad menor de 40 afios en el
momento de la infeccion (los nifios eliminan espontdneamente el virus entre un
75-100% de los casos), sexo femenino, descendencia afroamericana y la
aparicion de ictericia en la fase aguda de la infeccion (sintoma de una

respuesta inmune mas efectiva que elimina los hepatocitos infectados) (44).

1.1.3 Estructura gendmica

El VHC es un virus de ARN de cadena simple y polaridad positiva, de
unos 9.500 nucledtidos incluyendo una cola de poliA en el extremo 3’, que
nunca pasa en su ciclo celular por fase de ADN. Es un virus con envuelta
glicopéptidica. Su genoma contiene un unico marco de lectura abierta (open
reading frame, ORF) que ocupa casi todo el genoma y codifica para una
poliproteina precursora, flanqueada por dos regiones no codificantes altamente
conservadas (NC) en ambos extremos: 5" y 3" (45). A partir de dicha
poliproteina se forman las proteinas viricas individuales, estructurales y no
estructurales, estando regulado este proceso tanto por proteinas virales como

celulares.

11
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Figura-1.3- Estructura genética VHC

Las proteinas estructurales son las proteinas que forman parte de la
particula viral y que incluyen; la proteina del core y dos proteinas de cubierta, la
Ely E2. La primera de ellas, una vez madura, se une al ARN viral para formar
la nucleocépside. Se trata de una proteina muy conservada que interacciona
con numerosas proteinas celulares afectando algunas funciones de la célula
hospedadora: transcripcion, metabolismo lipidico, muerte celular y diversas
vias de sefializacion. Algunos autores la han asociado con la induccion de
esteatosis y hepatocarcinoma (45). Esta nucleocapside viral quedara envuelta

por dos glicoproteinas (E1 y E2) tras seguir un proceso de ensamblaje.

Las proteinas no estructurales denominadas NS2 y NS3 son un
componente de la proteasa NS2-3. La NS3 ademas también forma parte de la
serinproteasa, la NTPasa y de la helicasa. La NS4A ejerce de cofactor para la
serinproteasa NS3. La NS5B forma parte de la ARN polimerasa dependiente
de ARN. Por ultimo las NS4B, NS5A y NS5B tienen en comdn que se han

relacionado con el mecanismo de resistencia al interferon.
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1.1.3.1Regiones no codificantes

El extremo 5" NC esta muy conservado entre los diferentes genotipos y
la conforman los primeros 332-342 nucleotidos del extremo 5. Hay porciones
de la secuencia de esta region que tienen una alta homologia con la secuencia
5'NC de los Pestivirus y los virus GB B. Esta secuencia genémica no codifica
ninguna proteina, sin embargo es esencial para la traduccion (46, 47), ya que
adopta, junto a los primeros 30-40 nucleétidos de la regién codificante del core,
una estructura terciaria necesaria para el anclaje y entrada al ribosoma (internal
ribosome entry site, IRES). Esto explicaria porque su secuencia esta tan bien
conservada entre todos los aislados secuenciados (homologia superior al 97%)
(48). Esta caracteristica hace que sea una buena diana para el diagndstico
molecular y el disefio de farmacos antivirales (49, 50).

La region 3'NC se puede dividir en tres zonas: una region variable de
unos 40 nucledtidos, seguida de una secuencia de poli-U/polipirimidinas de
longitud variable, y la region terminal altamente conservada de 98 nucleotidos
de los que los 46 ultimos adoptan una estructura de bucle cerrado (51). Se cree
que el extremo 3’ es esencial para iniciar la replicacion viral aunque no se
conoce con exactitud el mecanismo de replicacion del VHC. Parece que una
vez que entra en el citoplasma de la célula huésped, perderia la cubierta y el
genoma viral actuaria como un molde de transcripcion de una molécula de
ARN complementario (negativo). Esta molécula negativa serviria, a su vez
como un molde para la sintesis de la molécula ARN gendémica (positiva). Las
enzimas capaces de realizar estos pasos, serian proteinas codificadas por el

propio virus.

1.1.3.2RegioOn estructural

El virus de la hepatitis C es un virus pequefio con envoltura. La
nucleocéapside viral consiste en la proteina del core y el ARN gendmico viral.
Este estad envuelto por una bicapa lipidica que contiene dos glicoproteinas

virales E1 y E, que constituyen el virion infeccioso de 30-50 nm de didmetro.

Reqion del core: Codifica una fosfoproteina muy conservada no glicosilada de

191 aminoacidos (p21) codificada por el gen C. Constituye la subunidad béasica
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de la proteina de la nucleocépside que forma el core del virion (52). La regién
carboxiterminal contiene una region hidrofébica que actla como secuencia
sefal para el transporte de E1 dentro del reticulo endoplasmico y para el
procesamiento membrana-dependiente del core. Segun los resultados de
diferentes estudios de inmunofluorescencia, la proteina del core se localiza en
el citoplasma. También se han localizado formas menores de la proteina en el
nacleo y, de hecho, la translocacion de la proteina del core desde el citoplasma
al ndacleo se ha propuesto como mecanismo potencial de transformacion
celular. Estudios in vitro han demostrado que la proteina del core podria
interactuar con protooncogenes de las células del huésped y algunos trabajos
la han implicado en el desarrollo de hepatocarcinoma en pacientes con
infeccion cronica por el VHC, al igual que ha ocurrido con otras regiones

gendmicas del virus (53).

Regién de envoltura: Los genes E1 y E2 codifican dos proteinas de envoltura

del VHC: gp31 y gp70 (54,55). Ambas glucoproteinas contienen un dominio
hidrofébico en el extremo aminoterminal que tiene funcién de anclaje. Las dos
proteinas interaccionan entre si y actian como heterodimeros. E1 y E2
estarian implicadas en la union a receptores celulares y su posterior fusion, es
decir, en la entrada del virus dentro de las células del huésped. El gen E2
contiene una regiéon hipervariable (HVR-1) que corresponde a los primeros 27
aminoacidos de la proteina gp70, que estan expuestos en la superficie del virus
y que contienen epitopos para linfocitos B, que mutan rapidamente bajo la
presion del sistema inmunoldgico, escapando asi de la neutralizacién y
consiguiendo la persistencia del virus (56, 57). La region E2 se ha relacionado
con la respuesta al tratamiento, esto se debe a que dentro de ella hay un
dominio de 12 aminoacidos llamado PePHD (PKR-elF-2) que contiene una
secuencia similar al sitio de fosforilacion elF-2 (eucaryotic Initiation Factor 2
alpha phosphorilation homology domain) de la PKR, una proteinquinasa
estimulada por el ARN de doble cadena que desencadena la cascada de
reacciones de la sintesis del interferén. Esta es otra diana importante de
tratamiento ya que se estan disefiando anticuerpos neutralizantes contra E2

para mejorar la respuesta al interferdn.
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1.1.3.3Region no estructural

El grupo de las proteinas no estructurales esta formado por siete
integrantes. Bésicamente son proteinas con accion proteasa, helicasa y

polimerasa, necesarias para la replicacion viral.

Regiones NS2 y NS3: Estas regiones codifican para dos proteasas que

intervienen en el procesamiento de toda la region no estructural del precursor
poliproteico (58,13). NS2 codifica para una proteina hidrofébica que junto con el
ualtimo tercio de la regién N-terminal de NS3 forman una proteasa dependiente

de zinc, y NS3 es una serinproteasa-helicasa y NTPasa.

Regiones NS4A y NS4B: El producto de NS4A actia como cofactor de la
actividad serinproteasa de NS3 (59, 60). La funcion del producto p27 de NS4B

esta relacionada con la formacion de la red membranosa donde se desarrolla la
replicacion del ARN virico descrita previamente en el apartado del ciclo vital del

virus.

Regiones NS5A y NS5B: Los productos fosforilados de 56 y 58 kD, que son

codificados por estas dos regiones, probablemente juegan un papel muy
importante en el mecanismo de replicacion viral. Se ha descrito una relacion
entre la secuencia del NS5A y la respuesta al tratamiento con interferon,
modulando la cascada de sefiales de su sintesis, asociandose e inhibiendo la
actividad de la quinasa estimulada por el ARN de doble cadena (PKR) (61). Asi
se ha demostrado que los pacientes con genomas circulantes de VHC del
genotipo 1b, que acumulan mutaciones en la region NS5A, llamada ISDR
(Interferon Sensitive Determining Region), responden mejor al tratamiento. El
producto de NS5B contiene el dominio ARN polimerasa ARN dependiente

esencial para la replicacion del genoma del VHC (62).

1.1.3.4Heterogeneidad gendmica del VHC

El VHC es un virus con una marcada variabilidad genética, y como tal,
evoluciona rapidamente, debido a sus elevadas tasas de mutacion (tasa
promedio esta entre 1.1y 1.5 x 10 mutaciones por nucleétidos por afio) (63) y

de replicaciéon (10™ nuevas particulas de VHC / dia) y por la falta de
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mecanismos de reparacion de errores de su ARN-polimerasa. El grado de
variabilidad no es homogéneo a lo largo de todo su genoma, ya que no todas
las regiones tienen la misma capacidad de mutar. La consecuencia directa es
que, en un paciente infectado, la poblacion viral circula como una
guasiespecie (64), es decir, como una mezcla compleja de mutantes que se
diferencian por pequefos cambios, en general mutaciones puntuales (cambios
de nucledtidos). Cada mutante tiene mayor o menor capacidad de replicacion
(fitness), de manera que todos ellos compiten por producir nuevos genomas y
estan sometidos a seleccion natural. En este panorama, los mutantes aparecen
y desaparecen generando un sistema de evolucién continua altamente
dindmico (65). Ademas, se ha demostrado que no sélo se trata de una simple
mezcla de mutantes, sino que cooperan entre ellos (66), de modo que la unidad
de seleccion no es el virién aislado sino la poblacion, o sea, la quasiespecie.
Esto le da una gran ventaja selectiva para adaptarse a un medio cambiante. De
este modo, la mutacién y, en menor grado, la recombinacion constituyen los
dos mecanismos de variacion conocidos que permiten al VHC persistir y
adaptarse a condiciones ambientales cambiantes, hecho que dificulta la
obtencion de una vacuna eficaz para su tratamiento asi como propicia el
establecimiento de infeccion persistente por selecciéon de mutantes de escape a

los anticuerpos neutralizantes y linfocitos T.

La heterogeneidad genética que presenta puede ser intragendmica,
dando lugar a las quasiespecies viricas, e intergendémica, que da lugar a los

genotipos y subtipos.

Después de la secuenciacion completa del genoma del VHC en 1991 por
Choo et al, diferentes aislados de VHC del mundo fueron secuenciados. La
comparacion de estas secuencias condujo a la identificacion de diferentes tipos
que se diferencian en un 33% entre si todo el genoma viral. La variabilidad se
distribuye igual en todo el genoma excepto la region altamente conservada en
5’NC y las regiones del core y la region hipervariable E2. El distinto grado de
homologia entre los aislados secuenciados y la observacion de mutaciones de
nucledtidos y aminoacidos especificamente segregables en grupos o

subgrupos en practicamente todas las regiones genémicas del VHC, ha dado
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lugar a la clasificacion de los aislados del VHC en genotipos, subtipos, aislados

y cuasiespecies.

Se denominan genotipos a aquellos genomas cuyo grado de homologia
se encuentra entre el 66- 69%; cuando el grado de homologia se encuentra
entre el 77-80% se habla de subtipo. Dentro de un mismo subtipo, se denomina
aislado a aquellos genomas en los que el grado de homologia no es superior al
90%. Por ultimo, cuando el grado de homologia es superior al 91% se habla de

cuasiespecie (67).

Terminologia Homeologia Definicion

Tipo 66-69% Heterogeneidad entre virus

Subtipo 77-80% Virus relacionados dentro
de cada tipo

Aislado 81-90% Especies del mismo subtipo
en diferentes pacientes

Cuasiespecie  91-99% Variantes geneticas

en un individuo

Tabla I.2-Nomenclatura VHC

Al principio cada investigador utilizaba su propio criterio de clasificacion.
En la actualidad se acepta la existencia de seis genotipos mayores y hasta 11
genotipos distintos segun la clasificacion de Peter Simmonds (68). De acuerdo
con la nomenclatura mas empleada, los genotipos se denominan mediante un
namero arabigo, mientras que los subtipos se designan mediante una letra
minuscula, en ambos casos por orden de descubrimiento. En la actualidad
estan identificados mas de 100 subtipos de VHC (69,70). Hasta hace poco, los
genotipos 7,8,9,11 y el genotipo 10 habian sido sefialados en la literatura
cientifica como genotipos distintos, si bien actualmente se recomienda la
clasificacion de los genotipos 7,8,9 y 11 como los subtipos 6c-6l del genotipo 6,

y que el genotipo 10 se clasifique como el subtipo 3k del genotipo 3 (71,72).
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Tabla 1.3- Comparacion de las nomenclaturas antiguay moderna de los
genotipos del VHC (15)

~ GenotipodelVHC ~ Genotipodel VHC
(clasificacion moderna) (clasificacion anterior)

1 1

2 2

3 3

3 subtipo k 10

4 4

5 5

6 subtipos a-b 6

6 subtipos c-f 7

6 subtipos g 11

6 subtipos h-j 9

6 subtipos k-i 8

La distribucion de los genotipos en el mundo es variable. En este
momento existe una gran divergencia geografica que se explica por los
movimientos poblacionales, el uso de drogas por via parenteral y la infeccién
postransfusional. Globalmente el genotipo 1 es el mas comun (46%), seguido
de genotipos 3 (22%), 2(13%) y 4 (13%).

Los genotipos 1, 2 y 3 (68, 71, 73), son los mas extendidos, y son los
responsables de la mayoria de las infecciones por VHC en Europa occidental,
EE.UU y Japon. El genotipo 4 es mas frecuente en Africa del norte, central y
Oriente Proximo. Los genotipos 5 y 6 parecen estar relegados en Sudéfrica y
Hong Kong, respectivamente. Los genotipos 7, 8 y 9 han sido identificados so6lo
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en pacientes vietnamitas, y los genotipos 10 y 11 fueron identificados en
pacientes procedentes de Indonesia (74).

Segun Echevarria et al (75), durante los ultimos 30 afios dos epidemias
separadas de VHC han tenido lugar en Espafa. La primera involucré la
dispersion de los genotipos la y 3, la segunda fue mas reciente e involucro la
diseminacién del genotipo 4. Datos posteriores de estos y otros autores han
sugerido que la prevalencia de las cepas VHC genotipo 4 se estan extendiendo
en la poblacion espafiola. En ese mismo estudio destaca el incremento de la
prevalencia de los genotipos la, 3 y 4. Los Ultimos estudios publicados
basados en datos del afio 2013 en Espafia hablan de una prevalencia de
43,8% para genotipo 1b, 25,5% 1a, 19,6% 3, 8% 4 y 3,1% para el 2 que seria

el menos frecuente en nuestro medio (Tabla 1.4) (76, 76b, 76c).

Tabla l.4-Estimacion de la Prevalencia de VHC en poblacién adulta en

Espafia 'y Genotipos mas frecuentes

Prevalencia de Ac anti VHC 1,7% (0,4-2,6%)
Poblacién adulta con Ac anti VHC  688.000 (159.000-1.049.000)
Tasa de viremia 68,6%

Prevalencia de viremia en adultos 1,2% (0,3-1,8%)
Poblacién adulta con viremia 472.000 (109.000-719.000)
Genotipos Tipo y frecuencia la: 25,5% 1b: 43,8% 2: 3,1% 3: 19,6% 4: 8%

Igualmente se han descrito cambios en la distribucion segun la edad,
detectdndose con mas frecuencia el genotipo 3a en personas jovenes (78).
Este hecho podria reflejar la introduccion de diferentes tipos viricos a través de

determinadas practicas tales como el uso de drogas por via parenteral (79).

Los estudios respecto al papel de la heterogeneidad del VHC en la
progresion de la enfermedad hepatica son discordantes y, mientras algunos
autores han encontrado una asociacion entre el VHC genotipo 1b y una lesion
hepatica mas grave, incluyendo el desarrollo de carcinoma hepatocelular (80),
otros consideran que el genotipo viral no es un factor determinante de mayor
gravedad de la hepatopatia (81, 82, 83). Estas discrepancias pueden deberse a
diferencias en la distribucion de genotipos, diferencias en los métodos de

genotipado, diferencias en la definicion de la gravedad de la hepatopatia,
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presencia de factores de confusion tales como la edad y/o duracién de la

infeccion.

Se ha comprobado que la prevalencia del genotipo 1b es mas alta en
enfermos de edad avanzada con una duracion prolongada de la enfermedad,
hecho que podria actuar como factor de confusion al evaluar el peso real del
genotipo en la historia natural de la hepatitis crénica C (84,85). Existe un
consenso, no obstante, en la asociacion entre VHC genotipo 1b y una menor

respuesta al tratamiento con interferén (86).

1.2 EPIDEMIOLOGIA Y MECANISMOS DE
TRASMISION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que un 3% de la
poblacién mundial (unos 185 millones de personas) estan infectadas por VHC,
y entre tres y cuatro millones se infectan de novo aproximadamente cada afio,
siendo dificil de determinar porque la mayoria de infecciones agudas son

asintomaticas.

Cenotypos
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B Gla

B Gy Prevalence of
|G HCV infoction
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Bas |2

£ Mixed or other [ Not studied

Figura 1.4-Distribucion mundial de los genotipos VHC (87)
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La prevalencia de la infeccion por VHC presenta diferencias
importantes en la distribucién geogréfica y en el tiempo, tanto en Europa como
en EE.UU. La prevalencia varia mucho por paises y regiones y oscila entre el
0,02% de Reino Unido o Finlandia al 18% de Egipto (1). Globalmente la
prevalencia de la infeccion cronica por VHC es elevada en Africa y Asia (>3%)
(88,88b), y en menor proporcion en paises industrializados de Occidente
(<2%), aunque en este ultimo grupo se encuentran diferencias segun la edad.
En EE.UU y Australia, la incidencia mas alta se da entre los 30 y los 49 afios, y
comprenden los dos tercios de todas las infecciones, siendo mas baja en
menores de 20 y mayores de 50 afios (89-91). En contraste, en paises como
Espafia, Turquia, Italia, Japén y China, la prevalencia de la infeccibn aumenta
con la edad. La poblacién entre 40 y 65 afios engloba la mayoria de los casos
de infeccion en Espafia (Figura 1.5, 76) siendo asi mismo notablemente
superior en hombres que en mujeres en ese rango de edad. La mayor
prevalencia de infeccion en el mundo se encuentra en zonas rurales del delta

del Nilo en Egipto, donde supera el 22% de la poblacion (92).

4.5%
4.0%
3.5%
3.0%
2.5%
2.0%
1.5%
1.0%
0.5%

0.0%

B2 ok A2 oak a2 kD kD Ok 4O
& 2 N PR o B g R P A A et
«“\"f@fﬁ’@@"ﬁﬁ’@#@éﬁ &

Prevalencia WHC

—— Varones —— Mujeres

Figura I.5 - Evolucién de la prevalencia VHC por edades en Espafia en 2010 (76)

Se cree que la difusion inicial de la infeccién por VHC se produjo por el
uso de material no desechable utilizado en las inyecciones parenterales
(durante las décadas sesenta hasta ochenta), procedimientos médicos
invasivos y actos quirargicos, asi como por la transfusion de hemoderivados.
La explosién epidémica de la ADVP a partir de 1980 contribuyé de forma

importante a la difusiébn de la infeccion por VHC e introdujo cambios en la
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distribucion geogréfica, principalmente en la epidemiologia molecular. Las
medidas preventivas adoptadas en los paises industrializados han contribuido a
un cambio progresivo de las causas de infeccidn, asi como a una disminucion
importante de la incidencia de hepatitis aguda postransfusional y esporadica.
Concretamente en Espafia, desde 1996 la transmision debida a consumo de
drogas por via parenteral o a transfusiones han ido disminuyendo hasta
convertir hoy en dia la infeccibn nosocomial no transfusional como la causa
mas frecuente de adquisicion de la infeccion pudiendo llegar a representar un

67% de los casos diagnosticados en un hospital terciario (93, 76,Tabla I.5).

Tabla I.5- Evolucién de factores de riesgo en el contagio de VHC en Espafia

1996-2001
IC 95%
ADVP 169,67 21,1-364,75
Transfusion 10,41 3,03-35,75
Tatuajes 9,04 1,25-65,36
Sacristan B Med Clin 1996
OR IC 95%
Tatuajes 6,2 1,85-20,85
Transfusion 50 2,19-11,36
ADVP 4,91 2,0-12,0
Nosocomial 2,3 1,14-20,85
Dominguez J Med Virol 2001
OR IC 95%
ADVP 124,8 21,3-734,4
Tatuajes 51 1,1-23,7
Cirugia 4.8 1,4-16,6
Transfusion 3,8 1,3-10,8

Riestra S Eur J Gastro 2001

En Espafa, la prevalencia actual de la infecciéon parece ser mayor que
la descrita en la bibliografia del momento situdndose, como la mas alta de
Europa, en un 2,6% (Figura 1.6). Esto es debido principalmente a tres

circunstancias: procesos asintomaticos o inadvertidos; infranotificacion a los
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servicios de prevencidn (se estima que se registra un 20-30% de los casos); y

por mala codificacién (76, 94, 95).
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Figura 1.6 - Incidencia VHC en Espafia (76)

Segun un estudio de Arroyo Fernandez y cols (96) la infeccién esta
presente en el 10% de las muertes naturales en nuestro pais, alcanzando casi
un 40% en los presos espaioles (97), y el 60% de las muertes relacionadas
con el consumo de drogas. Se considera que la infeccion por VHC es la
responsable del 50% de las muertes por cirrosis, el 70% de las derivadas por
carcinoma hepatocelular (CHC) y el 20% de aquellas personas fallecidas en
coinfeccion VIH/VHC (3, 98, 99). Ademas, segun datos publicados por la
Organizacion Nacional de Trasplantes, en 2013 un 30% de los trasplantes de
higado, lo que equivale a un 7,5% del total de trasplantes de 6rganos del

estado, estuvieron relacionados con el curso de la infeccién (76, 100).

En numeros absolutos Espafia se encontraria en el puesto 31 en cuanto
a la clasificacion global por nimero absoluto de personas con hepatitis C
cronica (unas 700.00 personas), dicha clasificacion lo encabeza China con mas

de nueve millones de personas infectadas (76, Figura I.7). En este sentido cabe
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mencionar que Espafia es el vigesimonoveno pais mas poblado del planeta con
46 millones de personas censadas en la actualidad.
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Figura I.7 - Ranking global por N° Absoluto de personas con hepatitis C crénica (76)

En los datos epidemioldgicos obtenidos en Aragén (Boletin del Sistema
de Informacién Microbiolégico de Aragén n° 17), un 65,2% de los casos
registrados entre los afios 2010-2014 fueron hombres con una diferencia
estadisticamente significativa frente a las mujeres (p<0,001). Asi mismo, la
media de edad de los casos diagnosticados durante ese periodo ha sido de 49
+ 13,4 afos (rango desde ocho meses a 91 afos).

La transmisién de la infeccién puede suceder de diferentes formas, y

podemos dividirla en parenteral y en no parenteral.

1.2.1 Transmisién parenteral

La infeccion se transmite fundamentalmente por esta via. De hecho, el
VHC es el agente causal de la mayoria de los casos de hepatitis
postransfusional “no-A, no-B” (101,102). Hasta que se empezd a realizar
cribado de todos los productos hemoderivados previa a su transfusion, se
calcula que un 2-10% de las transfusiones transmitian VHC hasta el punto de
ser la via responsable de un 25% de los casos actuales. Desde la

implementacion de dicho cribado este riesgo ha disminuido hasta ser
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practicamente nulo (0,1-2,3/1.000.000 donaciones) (103). Hoy en dia, segun el
informe de la OMS de 2011, aun hay 39 paises donde los sistemas sanitarios
no cuentan con los medios necesarios para garantizar la seguridad
transfusional mediante el cribaje rutinario. El ejemplo mejor documentado de lo
gue supone un contagio asociado a un sistema sanitario lo encontramos en
Egipto, donde la prevalencia del VHC llega al 25% en algunas regiones.
Actualmente los factores de riesgo mas significativos para la transmision,
basandonos en la prevalencia poblacional, son la adiccion a drogas por via

parenteral (ADVP), la nosocomial y la practica de tatuajes y piercings (1).

La ADVP es la forma mas eficiente de transmision de la infeccion, se
calcula que la pervalencia dentro de la poblacion de personas adictas a drogas
por via parenteral estd en el 67% (1,104). En paises subdesarrollados o de
desarrollo medio, la mayor parte de las infecciones por VHC se dan en
personas que utilizan material no estéril para inyectarse drogas o disoluciones
de medicamentos intra-venosos. Aproximadamente 16 millones de personas en
148 paises consumen activamente drogas parenterales, de ellos, 10 millones
se encuentran infectados por VHC (1). En los afios 90, en paises como EE.UU
y Australia el 60% y el 80%, respectivamente, de las infecciones se
relacionaban con la ADVP (101, 103).

En el caso de Espafia el consumo de drogas por via parenteral supone
hoy en dia un 10% de los casos de infeccion y dentro de el grupo poblacional
de personas ADVP se estima que un 80% de ellos esta contagiado por el VHC.
Esta situacion ha experimentado una clara mejoria desde los afios 90 gracias
al descenso en el consumo de este tipo de drogas (descenso que no se ha
experimentado del mismo modo en los paises del Este de Europa). Dicho
descenso esta relacionado principalmente con las diversas campafas de
concienciacion del contagio del VIH, las cuales paralelamente an ayudado a
reducir el contagio del VHC. En la grafica inferior se muestra el descenso en la
prevalencia del consumo de drogas por via parenteral (linea de puntos) y el
descenso paralelo de los casos de personas coinfectadas VIH/VHC (105,
Figura 1.8).
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Figura 1.8 - Evolucidn de la prevalencia de consumo de drogas y personas
Coinfectadas VHC / VIH (105)

Estudios mas recientes sobre poblaciones no seleccionadas en EE.UU
han demostrado que tan sélo el 17% de las infecciones por el VHC se asocian
a ADVP, correspondiendo el mayor porcentaje (41%) a la practica de tatuajes.
Esta notable variacion se relaciona con los cambios que se han producido en el
estilo de vida en las ultimas dos décadas. La probabilidad de que se produzca
una infeccién por VHC cuando se realiza una perforacion o un tatuaje es baja.
Auln asi, en los ultimos afios se ha extendido la practica de realizar piercings en
las zonas genitales, donde se puede multiplicar el riesgo de infeccion por este
virus porque puede provocar heridas que faciliten el contagio si se tienen

relaciones sexuales con una persona infectada.

Otras vias de transmisién parenteral menos eficientes son, la nosocomial
(no transfusional) y la ocupacional. La transmisién nosocomial no transfusional
ocurre sobre todo en unidades de hemodializados (106,107). La utilizacion de
material no desechable (agujas intramusculares, acupuntura) ha sido la causa
de transmision de la infeccion hace mas de tres décadas en Europa y Japon
(108-110) y continua siendo una via de contagio muy prevalente en Egipto
(111,112). Excepcionalmente, se han descrito casos por realizacion de pruebas
diagnésticas (colonoscopia) (113) o durante intervenciones quirdrgicas
(114,115) y por trasplante de 6rganos (116,117). En el caso particular de
Espafia, un estudio reciente de Martinez-Bauer et al donde evalua los factores
e riesgo que presentaban cifra en un 67% el porcentaje estimado de nuevos

casos diagnosticados por VHC que estan asociados a transmision nosocomial
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en un hospital terciario (93). Asi mismo, en otro estudio, en este caso de Pérez-
Alvarez et al, evaluaron un total de 131 casos de hepatitis aguda por VHC
registrados entre 1989 y 2010, de los cuales un 40% podrian haber tenido un

origen nosocomial (119).

Los accidentes con material contaminado no influyen significativamente
en la adquisicion de la infeccion. La prevalencia de la infeccion por el VHC no
es mayor en trabajadores sanitarios que en la poblacion general, se estima que
el riesgo medio de contraer la infeccion por el VHC tras un accidente
percutdneo es del 1.8 % (0-7%) (119-122), lo cual es un porcentaje intermedio
entre el riesgo de contraer el VIH (0.3%) y el virus de la hepatitis B (30%). Los
factores de riesgo para la transmision ocupacional no estan bien definidos
aunqgue parecen estar relacionados fundamentalmente con lesiones punzantes

por agujas huecas de grueso calibre (120,122).

1.2.2 Transmisidn no parenteral

La transmision no parenteral comprende principalmente vias de contagio
de bajo riesgo como la transmision perinatal y la transmision sexual. El riesgo
de transmisién perinatal es escaso. La proporciébn de transmisién vertical
basada en una revision de 77 estudios de cohorte con al menos 10 mujeres
con serologia positiva para el VHC esta en el rango del 4-8% (123-125) y del
17-25% en mujeres con coinfeccion VIH/VHC. Se han descrito factores que
incrementaran la posibilidad de transmision vertical. A saber una carga viral
superior a 10° U/ mL implica un incremento de la frecuencia de contagio desde
3,9% a 14,3% o un parto con rotura de bolsa de mas de seis horas también
incrementara dicha frecuencia. No se ha demostrado que exista riesgo
aumentado de transmision perinatal relacionado con el parto via vaginal (126-

128), ni con la lactancia materna (129-131).

La frecuencia de transmision sexual es baja, alrededor del 5%,
comparado con la transmision del VIH (15%) y de la hepatitis B (30%). El
contagio en parejas heterosexuales estables es infrecuente (0,07% / afio) (132,
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133), lo es mas en pacientes VIH y particularmente en varones que mantienen
relaciones homosexuales, en quienes se ha observado un incremento de la
prevalencia (134,135). Ademas del VIH, otros factores como el padecer una
hepatopatia grave se han asociado con un mayor riesgo de transmision sexual
de la infeccién (136, 137).

Otra via de contagio de menos relevancia hasta la fecha, pero descrita
en numerosos estudios recientemente, es el consumo de drogas de
administracion intranasal. En este caso se ha descrito como via de transmision
el uso compartido de dispositivos para el consumo de estas sustancias
(138,139).

1.3 DIAGNOSTICO VIROLOGICO

Es importante hacer el diagnéstico de la infeccién activa por el virus de
la hepatitis C, no sélo por su asociada mortalidad y morbilidad, sino también
por la posibilidad de obtener una curacién con respuesta viroldgica mantenida
(tanto espontanea como inducida por farmacos) y por la prevencion de su
contagio. Aproximadamente 185 millones de personas en todo el mundo estan
infectadas por el virus de la hepatitis C, de los cuales entre un 15-45% aclarara
la infeccion espontaneamente y el resto desarrollara una infeccién cronica
(101,140,141). Entre los individuos que no aclaran la infeccién y en asucencia
de tratamiento, un 15-25% progresara a un estadio final de enfermedad
hepatica (cirrosis) y riesgo de desarrollar un hepatocarcinoma. Ambas

situaciones pueden requerir un trasplante hepatico.

En numerosos paises, existe un acceso muy limitado a los test
diagnoésticos de VHC y eso hace que la enfermedad esté infradiagnosticada

hasta que se manifiesta una cirrosis o un hepatocarcinoma.

Tanto el punto de vista sanitario, donde una respuesta viral sostenida se
ha relacionado con una reduccién sostenida de la inflamacién hepética y de la

fibrosis, como el punto de vista farmaco-econdémico, donde a medida que
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avanza la enfermedad los costes por el cuidado de estos pacientes se
incrementan exponencialmente, demuestran la imperiosa necesidad de un
diagnéstico temprano de la infeccidon activa por el VHC. De esta forma seria
posible por un lado, instaurar un tratamiento adecuado y concienciar al
paciente de la necesidad de desarrollar conductas saludables (como puede ser
el reducir el consumo de alcohol) a tiempo de evitar la progresion de la
infeccion, y por otro, informar a la persona infectada de los métodos para

reducir el riesgo de contagio a personas de su entorno

Existen dos métodos diagnésticos, directos (métodos moleculares o
virolégicos) y métodos diagndésticos indirectos. Entre los métodos directos
contamos con aquellos que determinan y cuantifican el ARN viral o, como es el
caso del antigeno del core del VHC (Ag VHC), aquellos que detectan los
componentes estructurales virales. Por otro lado entre los métodos indirectos

tenemos aquellos que detectan los anticuerpos especificos del VHC.

La variedad de proteinas producidas durante el proceso de replicacion
del VHC produce una respuesta serolégica muy variada frente a él. No ha
podido encontrarse una relaciébn precisa entre los diferentes patrones de
respuesta inmune y el estadio biolégico o clinico de la infeccion. Unicamente
sabemos con certeza que los anticuerpos frente al core (antigeno c22-c) y NS3
(c33-c) son los primeros en aparecer en los cuadros de primoinfeccion. Dicho
estadio biolégico o clinico de la infeccibon en cambio, si que es posible
averiguarlo mediante los métodos diagndsticos directos. Los analisis
moleculares o virologicos detectan secuencias de acidos nucleicos virales
especificos (ARN-VHC) que indican presencia del virus en el momento del
analisis (142). Los analisis de los Anti-VHC seran positivos en la mayoria de
pacientes con infeccién por VHC pero los resultados del enzimoinmunoensayo
para este parametro pueden resultar negativos en el caso de pacientes con una
hepatitis C aguda temprana o en pacientes inmunodeprimidos. Tras un
aclaramiento inducido por tratamiento del VHC los Anti-VHC pueden persistir
positivos en ausencia de ARN VHC pero con el paso del tiempo pueden llegar
a desaparecer (143,144). Por ello, la Asociacion Europea para el Estudio del
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Higado (EASL sus siglas en Inglés) recomienda combinar tanto métodos

directos como indirectos para diagnosticar una hepatitis C aguda o crénica.

Aproximadamente un 50% de los pacientes con hepatitis C aguda
presentaran Anti-VHC positivo en su diagnostico. Para poder diferenciar su
estadio agudo de uno crénico habrd que utilizar otra serie de parametros
clinicos (valores de transaminasas 10 veces por encima de su valor normal,
ictericia), junto a descartar antecedentes de interés en la historia clinica tales
como haber padecido otras hepatitis agudas o una historia de enfermedad
hepética crénica asi como exposiciones recientes a posibles fuentes de
contagio. En todos los casos los métodos de diagnostico directos resultaran
positivos aunque pueden darse breves periodos durante los cuales la carga

viral resulte indetectable.

El diagnostico de una hepatitis C cronica se basa en la deteccién tanto
de los Anti-VHC como del ARN VHC junto con la presencia de sintomas de
hepatitis cronica tales como la elevacion de las transaminasas o hallazgos
histolégicos. En aquellos casos de infeccién por VHC de reciente adquisicion el
aclaramiento espontaneo del virus es poco frecuente, nunca tarda menos de 4-
6 meses tras la infeccion, por ello el diagnéstico de la hepatitis C cronica puede

hacerse tras ese periodo (145).

Rutinariamente, los andlisis serolégicos se emplean usualmente para el
cribado y el diagnéstico de primera linea, mientras que los analisis virol6gicos
son necesarios para confirmar la infeccion activa o monitorizar la respuesta al

tratamiento.

1.3.1 Diagndstico inmunoseroldgico

Del 25% al 30% de los pacientes con infeccibn aguda desarrollan
sintomas, aproximadamente el 50-70% tendran anticuerpos detectables en el
periodo inicial, pero el 90% tendran anticuerpos detectables después de tres
meses. Los ensayos serolégicos detectan una infeccion activa o pasada, pero
no puede discriminar una infeccion cronica, aguda o resuelta. Los Anti-VHC
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IgM pueden ser detectados en un 50-93% de pacientes con VHC aguda y en
un 50-70% de los casos cronicos, por lo que no son un buen marcador de

infeccion activa.

Caso aparte merecen los recién nacidos hijos de madres infectadas. En
ellos, los anticuerpos maternos transmitidos pasivamente pueden mantenerse
positivos de 12 a 15 meses, y extraordinariamente hasta los 18 meses. Para
establecer un criterio de transmisién vertical deberian darse las siguientes
situaciones (146,147):

e Detectar anticuerpos Anti-VHC durante mas de 18 meses.

e Detectar ARN VHC en el nifio entre los tres y los seis meses de
edad.

e Detectar ARN VHC en el nifio al menos en dos ocasiones.

e Confirmacién del mismo genotipo entre la madre y el nifio.

El riesgo de transmision vertical se da en un 4-8% de nacimientos de
madres VHC positivas y en un 17-25% de los nacimientos de madres
coinfectadas VIH/VHC.

El enzimoinmunoensayo (EIA) es el método de eleccion para la
deteccién de anticuerpos Anti-VHC; los EIAs que se usan actualmente son
reactivos para aproximadamente el 99% de los individuos inmunocompetentes
infectados (148). De todas maneras, la respuesta mediada por anticuerpos no
se puede detectar hasta pasadas 4-6 semanas desde el momento de la
infeccion, en el caso de los pacientes inmunocompetentes, y puede que no se
detecte nunca, en el caso de los pacientes inmunodeprimidos. Por otro lado,
los individuos que han aclarado el virus espontaneamente pueden mantener los
anticuerpos durante mucho tiempo, incluso durante toda la vida (90). Los
ensayos serolégicos mas nuevos dan unos porcentajes de falsos positivos o de
indeterminados no despreciables. Los ensayos basados en inmunoblots
recombinantes como RIBA y LIA se han utlizado como pruebas
complementarias para confirmar la especificidad de las pruebas de cribado de
anticuerpos pero estan sujetas a las limitaciones de los ensayos seroldgicos y

igualmente no distinguen entre la infeccion pasada y la infeccion activa.
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El primer ensayo disefiado para el diagnostico de la hepatitis C era un
EIA que detecta anticuerpos Anti-VHC (14). Desde entonces se han
desarrollado tres generaciones de EIA para la deteccidon de anticuerpos frente a
varios epitopos pertenecientes a la poliproteina codificada por el virus de la

hepatitis C.

EIA de primera generacién (EIA 1.0): Este ensayo detectaba anticuerpos

frente a una Unica proteina antigénica recombinante (c-100-3), epitopo
perteneciente a una pequefa porcion carboxiterminal de la proteina codificada,
en parte, por el gen NS2 y, en su mayoria, por el gen NS4 (14). La sensibilidad
de este ensayo frente a poblacion de alta prevalencia era baja
(aproximadamente 80%) y se obtenian un 70% de falsos positivos en donantes
de sangre (149). Este ensayo se caracterizaba por un amplio periodo ventana
desde que se producia la infeccion hasta que se detectaban los anticuerpos.
Esto llevo al desarrollo de un segundo ensayo mas sensible y especifico.

EIA de segunda generacién: Este incorpor6 antigenos adicionales no
estructurales (33c) y estructurales (c22-3), proteinas que fueron aprobadas por
la FDA (Food and Drug Administration) en 1992 (150). En algunos EIA
comerciales los antigenos ¢33c y ¢-100-3 estan combinados en una Unica
proteina recombinante (c200), lo que permite aumentar la cantidad de antigeno
presente en la fase solida del ensayo. Estos ensayos detectaban un 20% mas
de casos que los ensayos de primera generacion y detectaba anticuerpos entre
30 y 90 dias antes (151). Se redujo el periodo de ventana de 16 semanas a 10.
La sensibilidad de los EIA 2.0 en poblacibn de alta prevalencia es
aproximadamente del 95% (basado en la deteccion de ARN por PCR). Se han
descrito un 6% de falsos negativos en poblacién coinfectada con VIH/VHC y
este porcentaje se incrementa en poblaciones VIH con inmunodepresion mas

avanzada o en personas con infeccion por VHC temprana (152,153).

EIA de tercera generacién (EIA 3.0): Fue aprobado por la FDA en 1996 y

afiade un cuarto antigeno (NS5 (154,155). Los EIA de tercera generacién son
aun mas sensibles que los de segunda generacion, aunque no siempre mas

especificos (156).
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Desde el establecimiento cribado de donantes de sangre mediante
EIAs primero de segunda y posteriormente de tercera generacion
practicamente se ha eliminado la hepatitis C postransfusional, aunque
contindan existiendo algunas limitaciones. Una de ellas es el intervalo entre
infeccion y seroconversion (periodo ventana), que oscila entre nueve y 10
semanas para EIA 2.0 y entre seis y ocho semanas para EIA 3.0, lo que ha
dado lugar a casos de hepatitis C postransfusional a partir de donantes
infecciosos en periodo de ventana. Otro problema son los resultados falsos
negativos en pacientes inmunotolerantes. Por Ultimo, también existen
resultados falsos positivos o indeterminados en grupos de bajo riesgo como los

donantes de sangre, que reducen el nimero efectivo de donantes.

1.3.2 Ensayos confirmatorios

La asociacion de Anti-VHC por EIA-2 o EIA-3, en un individuo con un
factor de riesgo percutaneo para infeccién por VHC, con niveles elevados de
alaninoaminotransferasa (ALT) es indicativa de infeccidn activa. En estos casos
estd indicada una prueba para detectar y cuantificar el ARN viral en suero
antes de comunicar el resultado y establecer potenciales consejos terapéuticos.
Para los donantes de sangre (bajo riesgo) o individuos sin factor de riesgo
percutaneo y transaminasas normales, se han desarrollado ensayos

suplementarios para confirmar la especificidad del resultado del EIA.

Como ya se ha comentado previamente, Chiron Corporation desarrollé
un inmunoensayo en tira de nitrocelulosa para ayudar a diferenciar verdaderos
positivos de falsos positivos obtenidos en los enzimoinmunoensayos.
Posteriormente, en el afio 1993, la FDA aprobd el inmunoensayo recombinante
se segunda generacion (RIBA). Los inmunoensayos en tira de nitrocelulosa
incluyen los antigenos EIA, y ademas superéxido dismutasa humana (hSOD).
Los antigenos recombinantes c-33-c y NS5 que se usan en el EIA se
sintetizaron fusionando el antigeno con la hSOD. La hSOD se incluye para
detectar anticuerpos no especificos. El RIBA es considerado positivo si hay

reacciones con al menos dos antigenos con intensidades superiores o iguales
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al control positivo débil y no hay, ademas, reaccion frente a hSOD. Los RIBAs
indeterminados se dan cuando hay reaccion con un solo antigeno o cuando
hay reaccién frente la hSOD y en uno o mas antigenos. El cambio de ¢100 a
c22 como proteina recombinante, en la tercera version del RIBA ha reducido

significativamente el nimero de resultados indeterminados (157).

Otro inmunoblot basado en el mismo principio es en Line Inmuno Assay
(Inno-LIA™, Innogenetics®, Gante, Beélgica), que incorpora antigenos de la
region del core, de la region hipervariable de E2, la region NS3, NS4A, NS4B y
NS5. En el caso del ensayo LIA, una muestra es positiva para anticuerpos Anti-
VHC si al menos dos bandas de antigeno de VHC tienen intensidad + o
superior. Los LIAs indeterminados se dan en dos situaciones: Cuando
Gnicamente una banda de antigeno de VHC tiene una puntuacién 1+ o superior
o si la banda NS3 reacciona con una intensidad + o superior y todas las demas
bandas de antigeno son negativas. Estudios recientes han indicado la
necesidad de utilizar un método diagnéstico directo (ARN VHC o Ag VHC) en
aguellos pacientes con resultado seroldgico positivo a los Anti-VHC e

indeterminado en el ensayo confirmatorio (158).

1.3.3 Anticuerpos IgM Anti-VHC

Se desarrollé un método de enzimoinmunoensayo para la determinacién
de anticuerpos tipo IgM contra distintos antigenos virales en pacientes con
infeccion aguda o crénica. La respuesta seroldgica de tipo IgM que se ha
detectado de forma mas consistente ha sido la dirigida contra determinantes
antigénicos del core (159). No se ha podido demostrar una relacién entre Anti-
VHC IgM y hepatitis aguda C (160).

En cambio durante la infeccion crénica puede detectarse IgM Anti-VHC
en el 75% de los casos y su nivel tiende a ser superior en pacientes con
elevada carga viral. Durante el tratamiento antiviral con interferén, el anticuerpo
se vuelve indetectable en los respondedores, reaparece en aquellos que

recidivan y su nivel no cambia en los no respondedores. El porcentaje de
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respondedores al tratamiento antiviral es mayor en los pacientes previamente
IgM negativos (161). Por todo ello, la determinacion de IgM Anti-VHC se
propuso como un método indirecto para la monitorizacion del tratamiento, pero
con la aparicion de las técnicas moleculares de deteccion y/o cuantificacion del
ARN viral este método cay6 en desuso por lo que finalmente fue retirado del

mercado.

1.3.4 Técnicas para la deteccién y cuantificacion de antigenos

de VHC

Hay diferentes argumentos para considerar la proteina del core diana
adecuada para el diagnostico de la hepatitis C. En primer lugar, sus
anticuerpos se encuentran en la mayoria de pacientes infectados por VHC, la
secuencia de aminoacidos de la proteina del core es comdn en todos los
genotipos y, por ultimo, la presencia de anticuerpos frente al antigeno del core
esta relacionada con la replicacion viral (162). A modo comparativo con la
deteccion del ARN viral, éste es un método mas sencillo de llevar a cabo
gracias a que todo su proceso esta automatizado, el escaso volumen que
necesita (158 ul frente a 650 pl de la PCR en tiempo real) y rapido de llevar a

cabo ademas de otras facilidades de su procedimiento.

Los primeros intentos para desarrollar una técnica para la deteccion de
un antigeno del VHC se remontan al afio 1992, la diana de estos ensayos era
la proteina del core del VHC, que es la mas abundante en el viridbn y cuyos
epitopos se hallan bien conservados en los diferentes genotipos y ademas son

bien conocidos.

En el afio 1999 se publico el primer método para la deteccion del
antigeno del core de VHC en suero (163). Este método mostrd ser capaz de
detectar concentraciones de hasta 0.06 pg/mL de dicho antigeno recombinante,
lo que equivale a una concentracion de viriones de aproximadamente 500
copias/mL. También detect6 infecciones por cinco genotipos diferentes (1a, 1b,

2b, 3a y 3c), las correlaciones obtenidas sobre muestras positivas por PCR
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VHC fueron del 94.5-96%. Asi mismo el método mostré no verse afectado por
la presencia de anticoagulantes en la muestra (EDTA, heparina, citrato) ni de
otras sustancias que pueden interferir en este tipo de ensayos, como la

hemoglobina, el factor reumatoide, la bilirrubina y los lipidos.

Si se exceptua el periodo de ventana de la infeccion aguda y las
infecciones en pacientes inmunodeprimidos, las particulas virales de VHC
circulantes coexisten en el suero del paciente infectado con concentraciones
variables de anticuerpos especificos frente a sus distintas proteinas. Al
disgregar los viriones para liberar los antigenos, estos vuelven rapidamente a
formar inmunocomplejos con sus anticuerpos especificos (164). Y no es posible
detectarlos si no se incluye algin componente que prevenga la formacion de
inmunocomplejos o algun procedimiento para destruirlos. El primer ensayo se
desarroll6 para uso en bancos de sangre con el objeto de detectar la infeccion
por VHC en pacientes negativos con el ensayo que detectaba anticuerpos Anti-
VHC (donantes en periodo de ventana) (165, 166, 167). Este primer ensayo
descrito por Tanaka (168), no disponia de tratamiento de disociacion de
inmunocomplejos, por lo que era negativo en los pacientes que poseian los dos
marcadores (Ag del core VHC y Anti-VHC) (169, 170).

El primer ensayo, posteriormente modificado por Aoyagy con la
adiccion en un paso de la disociacion de inmunocomplejos, permitia la
deteccion de antigeno, tanto en presencia como en ausencia de anticuerpos
Anti-VHC (171). El uso de una combinacion adecuada de agentes detergentes
durante el proceso de liberacion del antigeno presente en la muestra permite
inhibir la formacién espontanea de inmunocomplejos en la medida necesaria

para detectar los antigenos liberados de los viriones.

El actual ensayo de cuantificacion del Ag del core del VHC
(concretamente el desarrollado por Abbott) se trata de una evolucion de aquel
desarrollado por Aoyagy y entre sus ventajas encontramos el que posee buena
especificidad (99,8%), es 25 veces mas sensible que aquel primer ensayo
disefiado en 1999 (172), es independiente del genotipo y ha mostrado una
variacion intra e interensayo inferior al 10% (172-174). Su sensibilidad analitica

se ha establecido como 0,06 pg/mL o lo que es lo mismo 3,00 fmol/L (<3,00
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fmol/L se consideran muestras negativas, >3,00 fmol/L se consideran positivas
y muestras 3,00-10 fmol/L se consideran resultados en Zona Gris que deberian
repetirse). Después de la infeccion por el virus de la hepatitis C la deteccion del
antigeno del core se retarda de uno a dos dias respecto a cuando el ARN viral
se hace detectable (170,177). En este sentido también muestra una buena
correlacion con el ARN viral (173, 178), por lo que en definitiva algunos autores

le atribuyen un papel como marcador fiable de la replicacion viral (179).

A partir de la incorporacion del paso de disociacion de
inmunocomplejos se han realizado diversos estudios sobre su posible
aplicacion en la monitorizacion del tratamiento con ribavirina e interferén (172,
173, 180, 181, 182, 183) y sobre su utilidad para determinar la respuesta
temprana al tratamiento en pacientes infectados con el genotipo 1, a la semana
12 del inicio del mismo, tanto sin coinfeccion por el VIH (182, 184, 185, 186)
como coinfectados con el VIH (187).

Hoy en dia, cualquier andlisis molecular es méas sensible que los
analisis seroldgicos como por ejemplo en el caso del VIH (VIH ARN vs Ag p-
24), pero aunque dicha sensibilidad sea inferior, estos test tienen un rol
indiscutible tanto en el diagndstico como en el seguimiento de la infeccion. Por
citar un ejemplo, hay discrepancias entre estudios llevados a cabo sobre el
Citomegalovirus. Por un lado hay algunos autores que indican la existencia de
una mayor sensibilidad con la técnica de deteccion del antigeno viral pp65 en
comparacién con la PCR (188), mientras que otros concluyen lo contrario (189).
De estas discrepancias se puede deducir que dada su relevancia clinica,
ambas técnicas pueden resultar intercambiables en funcion del escenario en el
gue sean utilizadas, ya que ante un limite tan bajo de deteccién las diferencias

a nivel clinico pueden resultar menos relevantes (190).

1.3.5 Diagndstico molecular

Mientras que en Europa aun se utilizan técnicas confirmatorias de la

presencia de anticuerpos anti-VHC (RIBA, LIA) como test confirmatorios en
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pacientes Anti-VHC positivos, en Estados Unidos el CDC (191) ha cambiado
sus recomendaciones en el cribado de pacientes. Lo ha hecho basandose en
diversos estudios que muestran una elevada proporcion de pacientes nuevos
diagnésticados de la infeccion y que han experimentado un aclaramiento
espontaneo del virus (192-195). Por ello, en aquellos pacientes diagnosticados
de novo por presencia de Anti-VHC en suero, el CDC recomienda utilizar
meétodos de diagndstico directos, concretamente moleculares, para confirmar la

presencia de una infeccion activa.

Figura 1.9 - Porcentaje de personas infectadas de novo por edades y tipo de técnica
utilizada para su diagnéstico en Estados Unidos entre 2005y 2011

Afo de Anti-VHC + Gnicamente ARN VHC positivo Total
nacimiento N° casos ) N° casos % N° casos %
Entre 1945 - 66.728 58,5 74.270 67,2 136.998 62,9

1965
Otro afno 44.481 41,5 36.276 32,8 80.757 37,1
Total 107-209 100,0 110.546 100,0 217.755 100,0

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) Morb Mortal Wkly Rep 2013.

El diagnostico molecular en el caso del VHC se basa en la deteccion del
ARN del virus en la muestra clinica y se puede dividir en dos tipos: métodos
cualitativos (s6lo detectan) y métodos cuantitativos (detectan y ademas

cuantifican).

Las pruebas cualitativas se utilizan para confirmar una infeccién activa
por VHC en algunos pacientes seropositivos con resultados dudosos, para
diagnosticar la infeccion en los seronegativos con alta sospecha (infeccion muy
precoz) y en los pacientes inmunodeprimidos y recién nacidos (196, 197). Las
pruebas de deteccién cuantitativas de medicion de carga virica y la deteccion
de los genotipos se usan para evaluar la enfermedad por VHC y para
establecer un prondstico sobre la eficacia del tratamiento y monitorizar la

respuesta a éste.

La deteccion y cuantificacion generalmente se realiza en muestras de
suero y plasma, siendo muy importante una estricta y correcta manipulacion de
las muestras para obtener una buena rentabilidad. Deberian ser separadas de
los hematies en un plazo no superior a las cuatro horas tras la extraccién de la
sangre, para prevenir la degradaciéon del ARN por las ARNasas endogenas. Se

recomienda su rapida refrigeracion y almacenamiento a -70°C para asegurar la
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Optima estabilidad del ARN. Deben evitarse las sucesivas congelaciones y
descongelaciones. El proceso de manipulacion preanalitica (separacion de
sueros Yy alicuotado) es proclive a producir contaminaciones cruzadas entre
muestras negativas y positivas, por lo que deben extremarse las precauciones,

al ser técnicas de una gran sensibilidad.

Debido a que la cantidad de ARN viral en el suero del paciente es muy
baja, se requiere un paso de amplificacion de la diana, como la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa, previa retro-transcripcion (RT-PCR), o de
la sefial de deteccion, como el branched DNA (bDNA). Para la RT-PCR un
paso de retro-transcripcion convierte el ARN viral en ADN complementario
(ADNc) que es utilizado como diana para la PCR (179). Los cebadores
utilizados para la amplificacién hibridan en la regién 5-UTR, que es la mas

conservada del genoma del virus (48).

1.3.5.1 Pruebas cualitativas

Las pruebas cualitativas informan de la presencia o ausencia de ARN del
VHC, mediante la técnica de RT-PCR. La sensibilidad de la RT-PCR es muy
alta, entre 50-700 copias de ARN viral/mL dependiendo de los sistemas. La
especificidad es asimismo muy elevada. Inicialmente se utilizaron ensayos
puestos a punto por cada laboratorio, pero en la mayoria de los centros se
usan habitualmente métodos comerciales con diferentes desarrollos del

proceso de automatizacion.

1.35.2 Pruebas cuantitativas

Para determinar la carga viral del VHC se han desarrollado diferentes
ensayos cuantitativos basados en distintas tecnologias, que difieren en
variabilidad, intervalo lineal, precision y reproducibilidad. El mas introducido ha
sido la RT-PCR cuantitativa aunque también existen otros métodos como son
el NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Assay), la tecnologia de ADN
ramificado (bADN) o el ADN Elisa. En los ultimos tiempos se esta imponiendo
el uso de las técnicas que PCR en tiempo real de alta sensibilidad y precision,
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buena reproducibilidad y amplio intervalo de linealidad. Los resultados de los
métodos comerciales estan estandarizados en Ul/mL.

1.3.5.3 PCR en tiempo real

En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccion se
producen de manera simultdnea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de
ninguna accion posterior. Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se
puede medir durante la amplificacion la cantidad de ADN sintetizado a cada
momento, ya que la emisién de fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN sintetizado. Esto permite conocer y registrar

en todo momento la cinética de reaccion de amplificacion.

Los termocicladores para llevar a cabo la PCR a tiempo real incorporan
un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la
amplificacion. Los sistemas de deteccion de fluorescencia empleados en la
PCR a tiempo real pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas

especificamente marcadas con fluorocromos.

Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan
notablemente la emisién de fluorescencia cuando estan unidos al ADN de
doble cadena. El més utilizado es el SYBR Green |. El principal inconveniente
de este tipo de deteccion es su baja especificidad, ya que estos fluorocromos
se unen indistintamente al producto amplificado, a productos generados

inespecificamente o a dimeros de cebadores.

Las sondas de hibridacion especificas son sondas marcadas con dos
tipos de fluorocromos, un donador o un aceptor. El proceso se basa en la
transferencia de energia fluorescente mediante resonancia entre las dos

moléculas. Las mas utilizadas son las sondas de hidrélisis TagMan.

Su coeficiente de variacion intra e interensayo es de 1 y 6,2%
respectivamente. La sensibilidad puede detectar al menos 10 Ul/mL (cuando
los métodos convencionales de PCR poseen sensibilidades en torno a 600
Ul/mL). Se han desarrollado sistemas comerciales automatizados (ver Tabla
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1.6). La relacion entre el nivel de fluorescencia y la carga viral se calcula
mediante patrones de concentraciones de ARN del VHC ya conocidas
(diluciones estandar). Finalmente, conociendo el nivel de fluorescencia de cada
muestra y su relacion con la carga viral, se calcula la concentracion de ARN de
la muestra que, como en el resto de técnicas moleculares, se expresa en Ul/mL

mediante la incorporacién del estandar de la OMS.

Tabla |.6- Dispositivos comerciales disponibles de PCR en tiempo real para deteccion de ARN

VHC (196)
. Rango de
- Casa Tecnologia -
Dispositivo . . deteccion
comercial (CIEYE)) (Ul/mL) | (UI/mL)
(Ul/mL)
COBAS®
. 15a
Ampliprep/ FDA,
Piprep 15 15
COBAS® TagMan ® CE 1.00 x 10°
v2.0 Test Roche
Molecular
COBAS® TagMan ®
for use with the Systems Real-time FDA 25a
PCR, (5'UTR) ’ 25 20
High Pure System CE 3.91 x 10°
Test, v2.0
Abbott  RealTime | Abbott FDA, | 122 . b
VHC Test diagnostics CE 1.00 x 10°
Versant VHC ARN | Real-time 15a
K Siemens I CE 15 15
Test, 1.0 (kPCR) PCR, (gen pol) 1.00 x 10°
Real-time PCR 65
. a
Artus  Hepatitis  C | Qjagen (Diana CE L% 10° 35 21
X
Test (QS-RGQ) patentada)

FDA: Food and Drug administration; CE: Comunidad Europea; LMC: Limite minimo de cuantificacién,
LMD: Limite minimo de deteccion, ADIV: Aprobado para diagndstico in vitro.
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1.3.5.4 Métodos para la determinacion de
genotipos

La determinacion del genotipo es una prueba obligatoria en los
pacientes a tratar, ya que como veremos mas adelante, puede influir en la
duracion del tratamiento, y es el mayor factor predictivo de la respuesta al
tratamiento. En funcién de la heterogeneidad genética, el VHC tiene seis
genotipos y al menos 80 subtipos (198).

Para el tipado de VHC se han utilizado métodos seroldgicos (serotipado)
y moleculares (genotipado). Los métodos moleculares son mas sensibles que
los seroldgicos y permiten la subtipificacion de las cepas, por lo que son los
que habitualmente se usan en los laboratorios (157, 199). Los métodos
moleculares estan basados en la amplificacion de regiones especificas del
genoma (core, NS4, NS5 y el extremo 5) son los mas habituales, ya que aqui
es donde se pueden localizar con mayor exactitud las diferencias que
caracterizan a los distintos genotipos y subtipos. El mas utilizado es el extremo
5'NC, es el que se utiliza de rutina en el laboratorio, ya que la mayoria de los
métodos amplifican dicha region. Existe la opcién de determinar la secuencia
de nucledtidos de la cepa en cuestidn, pero no es practico en un laboratorio de
diagndstico clinico, por lo que se utilizan otras técnicas: el RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), la PCR con iniciadores especificos de tipo y
el método comercial LiPA (Linear Probe Array, Innogenetics®, Gante, Bélgica).
Hoy en dia los sistemas moleculares de genotipado comerciales optan por
utilizar una secuenciacion directa de ARN (TRUGENE® VHC Genotyping
Assay, Siemens Erlangen, Alemania) o secuenciacion bi-direccional. En ambos
casos tanto el genotipado como el subtipado se determina mediante dos primer
ADN marcados con fluorescencia o mediante sondas tipo-especificas fijadas en
una tira de nitrocelulosa (INNO-LIPA VHC Il Genotype Test, Innogenetics®,
Gante, Bélgica), capaces de detectar las regiones 5UTR y Core
simultdneamente mejorando asi la caracterizacion del genotipo 1 (201). Por
ello, el més utilizado en laboratorios asistenciales es el INNO-LiPA, detectando

todos los genotipos conocidos y bastantes subtipos.
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1.3.5.5 Técnicas para estimacion de Ila

complejidad de la poblacion viral

Se han desarrollado varios métodos para estimar la heterogeneidad de
la poblacién viral menos complejos que la clasica clonacion y secuenciacion.
Los principales son: andlisis de desviacion heteroduplex en gel (GSA), gel
electroforesis en gradiente de temperatura (TGGE) y analisis de polimorfismo
de conformacion de cadena simple (SSCP). Aunque son técnicas mucho
menos sensibles que la clonacién y secuenciacion de mudltiples clones, los
resultados de los estudios llevados a cabo mediante éstas son similares a los

basados en la clonacién y secuenciacion.

1.3.6 Evaluacion del estado de lesion hepética

Una clasificacion inicial permite diferenciar procedimientos invasivos
(biopsia hepatica, medicion del gradiente de presion venosa hepatica y
endoscopia) y no invasivos (evaluacion clinica, marcadores séricos, métodos
radiologicos clasicos y métodos elastograficos) en la evaluacion del estado
hepético. Todos ellos presentan una aceptable precision diagnéstica si bien
ninguno de ellos esta exento de inconvenientes. En la practica, se deberia
disponer de diferentes alternativas para precisar el alcance de la fibrosis en
pacientes con resultados no concluyentes a partir de una determinacion
aislada. La realidad es que la biopsia hepatica ha sido y sigue siendo una
herramienta fundamental en el diagndstico y prondstico de las enfermedades
del higado (202, 203). La biopsia permite no solo llegar a un diagndstico
histol6gico, sino también excluir otras enfermedades y evaluar el grado de
lesion (inflamacion, fibrosis, esteatosis). La fibrosis hepatica es, sin duda, la
variable que mas impacto tiene en el prondstico de las enfermedades cronicas
del higado, ya sea de etiologia viral (hepatitis cronica B y C) o provocada por
otras causas (alcohol, enfermedades autoinmunes, metabdlicas o
colestasicas). La cuantificacion de la fibrosis en la biopsia hepatica se ha
utilizado de forma frecuente para decidir el inicio del tratamiento de la hepatitis
cronica C (fig.1.10) (204).
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Figura Clasificacion de la fibrosis. Adaptado de Goodman ZD et al.

Figura 1.10. Clasificacién de la fibrosis. Adaptado de Goodman ZD et al (204)
Asi pues, la presencia de una fibrosis que supera el espacio porta (F =

2 segun la escala METAVIR o F = 3 segun la escala de Ishak) se considera
fibrosis significativa y, por tanto, tributaria de una intervencion terapéutica (que
en el caso de las hepatitis virales constituye el inicio del tratamiento antiviral).
La evaluacion de la fibrosis en la biopsia es semicuantitativa y controvertida por
diferentes motivos. La principal razén es que el fragmento de tejido que se
obtiene es muy pequefio y solo representa 1/50.000 partes del higado. Por ello,
es muy frecuente que la evaluacion cuantitativa de la fibrosis sea inexacta,
pudiendo clasificar de manera errénea hasta el 25% de las biopsias debido al
error de muestra (205). Por otra parte, la cuantificacion de la fibrosis en
estadios depende de la clasificacién utilizada. Las clasificaciones mas
complejas (Ishak) pueden identificar estadios intermedios no recogidos en
clasificaciones mas simples (Knodell o METAVIR) haciendo dificil comparar los
estudios que no utilicen una misma clasificacion (fig 1.10)(204). Ademas, en
aquellos casos en los que una segunda biopsia demuestra un incremento de la
fibrosis, ni la cantidad de la fibra ni las consecuencias clinicas son
proporcionales si comparamos los cambios que se producen entre estadios
iniciales (de FO a F1) o finales (de F3 a F4). Sin duda, la limitacion mas
importante de la biopsia hepatica es que se trata de una técnica invasiva
asociada a un cierto grado de morbimortalidad. El dolor después del
procedimiento es muy habitual (hasta el 80% de los pacientes) y, aunque con
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poca frecuencia, a veces se asocia a complicaciones graves como hematomas
(1/500 casos) o hemoperitoneo (1/2.500 casos) e incluso el fallecimiento
(1/10.000 casos) (202). Estos aspectos han hecho que en estos ultimos 10
afios se hayan dedicado esfuerzos significativos a evaluar alternativas no
invasivas para identificar la cantidad de la fibrosis y evitar la biopsia hepética
(206).

Otro métodos invasivos alternativo a la biopsia hepatica seria el
cateterismo de venas suprahepaticas. Permite la valoracion del grado de
hipertension portal de forma precisa y reproducible mediante la medida del
gradiente de presion venosa hepdtica, y la realizacion de una biopsia
transyugular. La utilizacion de un catéter provisto de un balon distal permite
estimar los cambios circulatorios de una importante cantidad de parénquima
hepatico, lo que aumenta la fiabilidad de la técnica. Un valor de gradiente de
presion venosa hepética superior a 10 mmHg implica un incremento del riesgo
de descompensacidén en pacientes con fibrosis. Sin embargo, es una técnica
invasiva que exige personal e instalaciones especializadas. Por ultimo se
dispone también de la técnica de endoscopia. Aunque estrictamente no es un
procedimiento para la evaluacion del grado de fibrosis, la endoscopia digestiva
alta sigue siendo una herramienta esencial para la valoracién de la presencia
de varices esofagicas y gastricas, asi como del riesgo de hemorragia. La
Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado considera que todo paciente
F4 debe tener una evaluacion endoscoépica (206b).

En cuanto a las técnicas no invasivas, como son la ultrasonografia o la
tomografia computarizada y la resonancia magnética, Unicamente pueden
distinguir entre formas muy avanzadas de la enfermedad (cirrosis o F4) y el
resto de estadios evolutivos. Por otro lado, los marcadores serologicos
relacionados (directos) o no (indirectos) con el proceso de fibrogénesis han
demostrado una capacidad aceptable para diferenciar pacientes con fibrosis
significativa (F2-F4) de aquellos con ausencia o presencia de minima fibrosis
(FO-F1) (207). La cifra de plaguetas, la gammaglutamil transpeptidasa, las
transaminasas, los valores de colesterol, la macroglobulina, la haptoglobina, los

productos de degradacion del colageno y algunas enzimas encargadas de su

45



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] FIliteLeely

degradacion como las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares son
algunos ejemplos.

Ademas de los métodos seroldgicos, en los ultimos cinco anos se ha
desarrollado una nueva técnica basada en la evaluacion de la elasticidad
hepética llamada elastografia transitoria (FibroScan®) (208). Esta técnica se
basa en la medicién de la elasticidad del tejido por ultrasonidos, midiendo la
velocidad de propagacion de una onda mecanica dentro del parénquima
hepatico. La técnica es muy sencilla (209). El aparato dispone de una sonda
emisor-receptor que se coloca entre las costillas a la altura del higado y que
emite una onda mecénica corta de baja frecuencia. Esta onda de vibracion se
transmite dentro del parénquima hepatico a una velocidad que depende de la
rigidez del tejido, siendo mas rapida cuanto mas rigido es el tejido. La velocidad
es detectada mediante ultrasonografia por la misma sonda y el software del
aparato transforma la velocidad (m/s) en un valor de elasticidad (kilopascales o
kPa). El volumen de tejido evaluado es un cilindro de aproximadamente 1 cm
de ancho y 4 cm de longitud que se localiza entre 25 y 65 mm por debajo de la
piel (dentro del higado) y es cien veces superior al volumen evaluado con una
biopsia. La elastografia ha demostrado una excelente capacidad para excluir la
cirrosis y buena para identificar a los pacientes con diferentes estadios de
fibrosis. La gran mayoria de estudios se han realizado en pacientes con
hepatitis cronica C (210), pero también se dispone de informacion en hepatitis
B, enfermedades hepéticas colestasicas, por consumo de alcohol,
esteatohepatitis no alcohdlica y hepatitis C postrasplante confirmando las

buenas expectativas.

La indicacibn mas aceptada del FibroScan® es basicamente la
evaluacion del estadio de fibrosis en las enfermedades cronicas del higado
(207, 210, 211). La técnica permite identificar con una buena fiabilidad aquellos
pacientes con formas mas avanzadas de la enfermedad (F2-F4) v,
particularmente, la presencia de cirrosis hepatica (F4). Dado que la gran
mayoria de datos han sido generados en pacientes con hepatitis cronica C, su
utilidad esta bien establecida en esta enfermedad. Pese a que el niumero de

estudios en otras enfermedades es mas pequeno, la realizacion del
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FibroScan® para identificar fibrosis avanzada o cirrosis en enfermedades
colestasicas cronicas (cirrosis biliar primaria) (212) o en la recurrencia de la
hepatitis C postrasplante hepatico esta también aceptada (213). A titulo de
ejemplo, el Sistema de Salud Francés considera el FibroScan® como una
herramienta diagndstica en estas indicaciones y, de hecho, financia el coste

derivado de su utilizacion.

A modo comparativo entre la biopsia y la elastografia transitoria se
pueden hacer diversas consideraciones. El coste del aparato FibroScan® es de
unos 60.000 euros, al que hay que anadir el derivado del mantenimiento anual
de la sonda de unos 2.000 euros/afio. El coste de una biopsia hepética es de
unos 300 euros (rango minimo), por lo que son necesarias unas 200
exploraciones para amortizar la inversion inicial (214). ElI hecho de que la
prueba se pueda realizar por una enfermera en consultas externas es
importante, dado que permite una facil implementacion pues no requiere un
personal adicional para su realizacion. Entre las grandes ventajas de la
elastografia transitoria estan su rapidez (se puede obtener el resultado en unos
cinco minutos), la facilidad de su uso y su reproducibilidad como han
demostrado estudios en los que dos exploradores realizaban la técnica por
duplicado (215). Como todos los métodos no invasivos, se puede repetir tantas
veces como sea hecesario y, por lo tanto, resulta muy util para el seguimiento
de los pacientes en la consulta externa. Un dato que se debe tener en cuenta
es que al utilizar ultrasonidos como método de medicion de la onda mecéanica
podria ser utilizada en mujeres embarazadas sin que ello suponga un riesgo ni

para el feto ni para la madre (204).

En definitiva, segun las guia de la EASL (145) se deben utilizar los
meétodos no invasivos para evaluar inicialmente la lesion hepatica mientras que
la biopsia hepatica se debe reservar como método de referencia para evaluar
pacientes con enfermedades afadidas (pacientes post-trasplante,
enfermedades autoinmunes, etc) o con valores discordantes de los métodos no
invasivos (marcadores séricos vs elastografia). En este sentido coincide la
Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado, quien ademas, de forma

global, realiza unas recomendaciones en el manejo de los pacientes infectados
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por VHC. En primer lugar indica que se debe evaluar el estadio de fibrosis en
todos los pacientes con hepatitis cronica por el virus de la hepatitis C (Nivel de
evidencia Al). Profundizando al respecto, dentro de dicho grupo de pacientes,
recomienda identificar a los pacientes con fibrosis avanzada (F3 y F4) dado
que influencia de forma relevante el prondéstico, el tratamiento y el seguimiento
(nivel de evidencia Al). (206b)

1.4 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION

La historia natural de la infeccion por el virus de la hepatitis C ha sido
muy dificil de definir puesto que la fase aguda es muy silenciosa y la infeccion

crénica es asintomética durante los primeros afos.

| Infeccién Aguda ]

I Resolucién esponténea (15-30%) I Hepatitis C crénica (70-85%) |

Edad a lainfeccion Progresion Progresion fibrosis Progresion fibrosis
Sexomascillio fibrosis lenta intermedia répida
Alcohol

Descompensacion
Raza 5 I Cirrosis (16-20%) I—) enfermedad hepatica
Inmunosupresion (2-5% pacientes/afio)

Factores metabdlicos
Coinfeccion viral Hepatocarcinoma
. (1-4%pacientes/afio) i

Figura l.11- Evolucion de lainfeccidn y principales factores de mal prondstico. (216)

1.4.1 Hepatitis aguda C.

Se define como hepatitis C aguda (HAC) la situacion clinica con
anticuerpos Anti-VHC, deteccion de ARN-VHC sérico, elevacion brusca de los
niveles de transaminasas (ALT) por encima de diez veces su valor normal y

antecedentes de exposicion previa al VHC durante las 2-12 semanas previas.
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En la mayoria de los casos la hepatitis aguda C (HAC) cursa de un modo
asintomético, por lo que se desconoce la incidencia real del cuadro. Se ha
seflalado una disminucion de su incidencia gracias a la introduccion de
medidas como; el test de cribado para el VHC en los bancos de sangre, los
programas del intercambio de jeringuillas en ADVP y la generalizacion del uso
de material médico desechable.

La HAC evoluciona a infeccion cronica hasta en un 85 % de los casos.
Entre aquellos que experimentan un aclaramiento espontaneo del virus, un
89% eliminara el virus dentro de las 12-24 primeras semanas después del
diagnostico.

Segun Martinez-Rebollar et al el tratamiento, en su caso referido al
interferon y ribavirina, se debe iniciar entre la semana ocho y la 12 tras el
diagnéstico, si no se ha resuelto la infeccion. En cambio otros estudios indican
que lo idéneo es esperar hasta los seis meses post-diagnéstico ya que
empezar antes puede suponer que algunos pacientes que podrian aclarar el
virus espontdneamente sean expuestos al tratamiento antiviral sin necesidad, y
retrasarlo mas disminuiria la eficacia. En el caso de tratarse de pacientes que
desean recibir tratamiento o de que existiera riesgo de perdida para
seguimiento o contagio se recomienda el uso del peginterferon a 12 semanas
en pacientes monoinfectados y junto con ribavirina 12-24 semanas en
pacientes coinfectados con VIH. En todos los casos, llegados a la semana 24,
si el ARN VHC es positivo estd indicado el tratamiento como una hepatitis

cronica.

Las nuevas terapias desarrolladas son iguales para la hepatitis C aguda
o para la crénica. Generalmente son bien tolerada y se alcanzan tasas de RVS
que con los nuevos farmacos (AAD) alcanzan un 71-98 % en los pacientes
monoinfectados con VHC. Se profundizara en cada uno de los farmacos en el

apartado especifico del tratamiento.
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Hepatitis

aguda C

Deseo de tratamiento

Riesgo de trasmision/perdida de
seguimiento.

Factores desfavorables de
aclaramiento espontaneo

Esperar 24 PeglFN 12 s
seivtellias #RBV si VHC-VIH.
AAD si
disponibilidad

RNA-VHC+

Tratar como
HC Cronica

Figura 1.12 - Algoritmo tratamiento previo a la aparicion de AAD

En general, los pacientes con enfermedad sintomética, ictericia o
sintomas pseudogripales, y los pacientes que presentan una disminucién
rapida de la carga viral parecen experimentar una mayor eliminacion
espontanea (106, 107, 109, 110).

El ARN es perceptible en el suero por PCR desde pocos dias tras la
infeccién mientras que los anticuerpos en suero no seran detectables hasta las
4-10 semanas de la exposicidon (periodo ventana). La elevaciéon de las
transaminasas se produce entre las dos y las ocho semanas de la exposicién
(intervalo 1 a 26 semanas), alcanzando valores 10 veces superiores al valor
normal, aunque suele tener valores algo menores que los hallados en otras

hepatitis agudas.

Respecto a la clinica, ocurre después de un periodo de incubacién
variable de 15 a 160 dias (media siete semanas). Unicamente el 20-30 % de
todos los pacientes que contraen la infeccion por el VHC presentaran clinica.
Los sintomas prodromicos son sistémicos y variables. La ictericia puede estar
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precedida por anorexia, nauseas y vomitos, astenia, artralgias, mialgias, dolor
de cabeza, fotofobia y faringitis, asi como alteraciones del gusto y del olfato. El

higado aumenta del tamafio y puede haber dolor en hipocondrio derecho.

1.4.2 Hepatitis cronica por virus C, cirrosis hepatica

y hepatocarcinoma

Se considera hepatitis cronica por virus C a la persistencia de ARN-VHC
sérico pasados los seis meses posteriores a la infeccion. Se ha relacionado el
alto porcentaje de pacientes que cronifican, con la diversidad genética del virus
y su tendencia a la mutaciéon rapida, permitiendo al VHC escapar

constantemente del reconocimiento inmune (217).

Por lo general, los pacientes con infeccion cronica estan asintoméaticos o
tienen sintomas leves poco especificos como: astenia, malestar general,
anorexia, molestias en el hipocondrio derecho de caracter leve, mialgias,
artralgias y pérdida de peso. Los sintomas raramente incapacitan aunque si se
ha destacado una disminucién de la calidad de vida del paciente (218), que en
parte esté justificado por el conocimiento del diagndstico (219).

La historia natural de la HCC ha sido dificil de definir a causa del largo
curso de la enfermedad (220). Mudltiples estudios han estimado que
aproximadamente del 20 al 30% de los individuos con infeccion crénica
desarrollan cirrosis entre los 10 y los 30 afios posteriores. Dicho porcentaje
difiere entre los estudios retrospectivos oscilando entre el 17 y el 55%. Sin
embargo, y mas cercano probablemente a la incidencia real, en los estudios
prospectivos es del 7 al 16%. La infeccion no produce siempre una enfermedad
progresiva. Poynard y cols. (221), en un estudio prospectivo en pacientes con
infeccion cronica por VHC, estiman que el tiempo medio para el desarrollo de
cirrosis fue de 30 afos. Los autores diferencian tres patrones evolutivos:
Fibrosantes lentos (31% de los pacientes), con un tiempo de progresion a
cirrosis no menor a 50 afos, Fibrosantes intermedios (36% de los pacientes), y
Fibrosantes rapidos (33%) con un tiempo de progresion de menos de 20 afios.
En otro estudio, 184 mujeres infectadas tras recibir inmunoglobulina

contaminada que no recibieron tratamiento, fueron sometidas a biopsia para la
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valoracion del grado de fibrosis. Durante el seguimiento posterior de mas de 10
anos, el 49 % no mostré cambios en el grado de fibrosis, el 24% una

disminucién y sélo el 27% presento progresion (222, 223).

Aunque ningun signo, sintoma o prueba de laboratorio es determinante
en el diagndstico de cirrosis, algunos hallazgos en la exploracion fisica y datos
de laboratorios pueden sugerirlo. Diversos estudios han mostrado que el riesgo
de progresion de la enfermedad a fibrosis avanzada o cirrosis en pacientes con
transaminasas normales y fibrosis de grado 0 (ausencia de fibrosis) en la
biopsia hepética es minimo en 10 a 15 afios. Este riesgo es del 5 al 10% en los
que tienen transaminasas elevadas con ausencia de fibrosis y se eleva hasta
entre el 30 y el 40% en aquéllos con transaminasas elevadas y fibrosis 1
(fibrosis portal) en la biopsia. La existencia de cifras elevadas de ferritina,
presente en el 20-35% de los pacientes con infeccién crénica por VHC, se
asocia con un aumento de los depdsitos de hierro de forma leve a moderada en
el 10-35% de los casos, y es de localizacion principalmente sinusoidal (224-
226). Este depdsito de hierro en tejido hepéatico no se ha correlacionado sin
embargo con un mayor estadio de fibrosis (226). Puede existir una elevacion de
la bilirrubina sérica (40%), hipoalbuminemia (10%) y trombopenia asociada a
esplenomegalia. La alfafetoproteina (AFP) puede estar elevada ligeramente en
la infeccién cronica y no implica necesariamente la presencia de CHC ni
cirrosis. Hasta el 43% de pacientes con cirrosis tienen cifras de AFP entre 10 y
100 ng/mL (226). No obstante, una concentracion elevada de AFP requiere una
prueba de imagen para descartar la existencia de CHC. Una elevacion

persistente y progresiva de AFP puede ser indicio de malignidad oculta.

Entre el 1y el 4% de los pacientes con cirrosis desarrollard por afio un
carcinoma hepatocelular (CHC) (227), sin embargo el VHC es el causante de
un tercio de los CHC (228). A menudo la supervivencia se ve marcada no tanto
por la existencia del tumor, sino por el deterioro de la funcién hepatica y la

aparicion de complicaciones.

Las complicaciones estan limitadas en su mayor parte a pacientes que
han desarrollado cirrosis, aunque no todos los pacientes con cirrosis las

desarrollan. Las complicaciones mas frecuentes son la ascitis, seguida por el
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sangrado de varices esofagicas y la encefalopatia (226, 229). Se presentan en
un 3.9 % por afo.

La supervivencia de un paciente con cirrosis esta comprometida. Las
tasas de supervivencia en pacientes con cirrosis compensada son el 92-96%,
83-91% y 79% a los 3, 5 y 10 afos (226,228). Tras la aparicion de
descompensacion las tasas descienden al 57% y 50% a los tres y cinco afios
respectivamente. Cuando se presentan las complicaciones el Unico tratamiento
eficaz es el trasplante hepatico suponiendo un 30% de los trasplantes
hepéticos llevados a cabo en Espafia (2). La supervivencia postrasplante del
VHC es de 60-80%, semejante al resto de causas que llevan también a fracaso

hepatico.

La infeccion cronica por VHC esta ademas involucrada en el desarrollo
de algunos procesos extrahepéticos. Segun diferentes estudios, entre el 40 y el
74% de los pacientes con HCC pueden presentar al menos una de estas
manifestaciones en el curso de la enfermedad (230), e incluso en ocasiones
puede ser la primera expresion de esta. Estas manifestaciones extrahepaticas

se dan a nivel de diversos 6rganos o sistemas:

e A nivel hematoldgico: Crioglobulinemia mixta esencial, purpura
trombocitopénica idiopatica, linfoma no Hodkin de células B.

e A nivel endocrino: Disfuncion tiroidea (hipotiroidismo e
hipertiroidismo), diabetes.

e Renal: Glomerulonefritis

e Dermatolégico: Porfiria cutanea tarda, liquen ruber plano, eritema
nodoso, eritema multiforme, malacoplaquia, sindrome de Behcet,
urticaria, vasculitis cutanea necrosante, prurito, psoriasis.

e Salival: Sialoadenitis.

e Ocular: Ulcera corneal de Mooren.

e Diversos: Uveitis, fibrosis pulmonar y vasculitis pulmonar,
cardiopatia  hipertréfica,  poliarteritis  nodosa, sindrome

antifosfolipido y anticuerpos anticardiolipina, artritis seronegativa.
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Se han tratado de identificar una serie de factores que condicionan una

mayor velocidad en el desarrollo de la fibrosis. Estos factores pueden ser

propios del huésped o del propio virus.

Factores dependientes del paciente:

Sexo masculino (231).
Produccion de citocinas profibrinogénicas (TGF 31, angiotensina Il) (232).
Edad superior a 40 afos (233).

Co-infeccién con VIH o VHB, u otra forma de inmunosupresion subyacente
(232,234-237).

Consumo de alcohol (231): promueve la replicacion viral y acelera el dafio
hepético a dosis mayores de 50 g/dia, e incluso con dosis moderadas de
alcohol en pacientes con esteatosis (238-240)

Consumo diario de cannabis (241).

Obesidad. Resistencia insulinica (231).

Contaminantes ambientales (231).

La respuesta inmunitaria celular especifica frente al VHC parece influir en la
severidad de la afectacion; sin embargo, su papel en el dafio hepatico no

estid totalmente aclarado (43b, 242). Diferentes genes en varias
subregiones del HLA modulan la respuesta inflamatoria (243).

Factores dependientes del virus:

Inicialmente, varios estudios sugerian la asociacion entre una carga

viral alta o la infeccion por el genotipo 1 y una enfermedad mas agresiva. Estas

dos asociaciones parecen estar descartadas en la actualidad. Con respecto a

la carga viral, la mayoria de estudios transversales no han demostrado que

exista una correlacion entre niveles altos de viremia y mayor grado de actividad

(231). De hecho, pacientes con transaminasas normales y escasa actividad

histolégica en la biopsia pueden presentar niveles altos de viremia.

En cuanto al efecto del genotipo, los estudios mas recientes no han

confirmado la asociacion sugerida entre el genotipo 1 y mayor evolucion a
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cirrosis y hepatocarcinoma. Probablemente la duracibn mas larga de la
enfermedad en los genotipos 1 frente a los genotipos no 1, permite explicar las
diferencias entre los estudios (231). La alta capacidad mutagénica del virus y
su compleja composicion en cuanto a cuasiespecies parece ser lo que le
permite escapar al sistema de vigilancia inmunoldgica del huésped y hacer
progresar la enfermedad. La heterogeneidad en las cuasiespecies también se
ha relacionado con un mayor dafio hepatico (231), habiéndose observado una
menor variabilidad entre aquellos pacientes infectados que resuelven la
infeccion y una alta variabilidad genética en aquellos que evolucionan hacia
HCC grave. Aun asi, se necesitan mas estudios para definir el papel de las

guasiespecies en la historia natural de la hepatitis C.

1.5 TRATAMIENTO

Hasta el momento en Espafia, no ha habido una estrategia nacional
qgue considere la infeccion por VHC un problema de salud publica. Se estima
gue tratar a un paciente con cirrosis compensada cuesta menos de mil euros
anuales, a un paciente con cirrosis descompensada con mdltiples ingresos en
hospitales supera los 10.000 euros anuales y el coste medio de trasplantar a un
paciente estaria en unos 100.000 euros. Por ello, el mejor tratamiento contra
esta infeccion es la prevencion de la enfermedad avanzada mediante un
diagnoéstico temprano y la utilizacion de terapias mas efectivas que las
conocidas hasta ahora.

La pauta de tratamiento para la infeccion por el virus de la hepatitis C
en los Udltimos afios, recomendado por las guias de consenso europeas,
americanas y espafola, estd basada en la administracion del interferon-a
pegilado (PeglFN) junto con rivabirina (RBV) durante 24 semanas en los
genotipos 2y 3y de 48 semanas para el resto de genotipos (203, 244-247). Sin
embargo, dicho tratamiento presenta una eficacia muy limitada; sélo un 40-50%
(246,248) de los individuos infectados con genotipo 1, el mas prevalente en el

mundo, alcanzan una respuesta virologica sostenida (RVS). Ademas del
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genotipo viral, la coinfeccién por VIH también modifica las tasas de respuesta
(250) siendo para pacientes monoinfectados de aproximadamente 55-60%
(251,252) y para pacientes coinfectados del 28-40% (253,254). Ademas, esta
asociado con efectos adversos importantes como son la depresion y la anemia
que muchas veces son limitantes para iniciar tratamiento, de hecho, esta
contraindicado en personas con problemas neuropsiquiatricos o cirrosis
descompensada. Para aquellos pacientes que ya han fracasado con PeglFN-
RBV, el mantenimiento de esta terapia o0 estrategias de retratamiento

incrementando el tiempo de duracion no han demostrado ser efectivas.

En este escenario, el desarrollo de los antivirales de accion directa
(AAD) junto con la implementacion de estrategias de salud publica, augura un
futuro esperanzador en la batalla contra esta enfermedad. En ese escenario,
los datos epidemiolégicos y de la historia natural de la enfermedad sugieren
claramente que todos los pacientes debieran ser tratados. Muchos argumentos
sustentan esta afirmacion. Por una parte se reduciria notablemente el
reservorio de virus, foco a partir del cual se producen nuevas infecciones, y por
tanto es el Unico sistema que permitiria considerar la posibilidad de erradicar
esta infeccion. En segundo lugar se eliminaria la necesidad de atencién médica
de estas personas, con el ahorro que esto comportaria, y finalmente porque un
tratamiento eficaz eliminaria la carga de angustia que padecen los pacientes,
incluso los afectados por formas menos graves de enfermedad, al ser
conocedores de que la infeccién puede poner algun dia en riesgo su vida.

Los AAD se dividen en tres grupos en funcion de su diana terapéutica:

) Inhibidores de la proteasa: La nomenclatura de todos ellos finaliza

con el sufijo “-previr’. En este grupo encontramos los AAD que mas
tiempo llevan en el mercado como son el boceprevir, telaprevir y
simeprevir asi como de reciente autorizacion como el paritaprevir. En
otro grado de desarrollo existen otros aun en diferentes fases de
estudio, faldaprevir, asunaprevir, vaniprevir, grazoprevir o danoprevir

por citar algunos de los mas avanzados en sus estudios.
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Il)

1)

Inhibidores de la proteina NS5A: Los farmacos de este grupo van

siempre acompanados del sufijo “-asvir’. Los primeros farmacos de
este grupo han sido autorizados para su comercializacion
recientemente, daclatasvir, ledipasvir y ombitasvir. Otros en estudio

son el samatasvir, elbasvir o el ACH-3102.

Inhibidores de la ARN polimerasa NS5B: Por su parte los

compuestos con esta diana terapéutica finalizaran su nombre con el
sufijo “-buvir’. Dentro de este grupo se diferencian dos subgrupos en

funcion de su analogia con los nucledsidos.

a. Dentro del subgrupo de los inhibidores de la polimerasa NS5B
analogos de nucledsidos encontramos el recientemente
autorizado sofosbuvir asi como dos mas en estudio, mericitabina
o el VX-135.

b. En cuanto al subgrupo de los inhibidores de la polimerasa NS5B
no analogos de nucledsidos tenemos el recientemente autorizado
dasabuvir junto con otros no tan avanzados como el VX-222, el

ABT-072 o el setrobuvir, por citar algunos.

1.5.1 Objetivos del tratamiento

El objetivo principal del tratamiento es erradicar la infeccion por VHC y
conseguir la denominada Respuesta Virologica Sostenida (RVS), definida como
ARN del VHC indetectable en suero por PCR a los seis meses de finalizar el
tratamiento. El seguimiento de estos enfermos con RVS durante tres a 11 afios
ha revelado que el ARN-VHC en sangre sigue siendo negativo en el 97-99% de
los casos (255,256).

Los beneficios a largo plazo de la RVS son evidentes y se ha demostrado
que va seguida de mejoria de las lesiones histolégicas hepaticas, que a largo
plazo se traduce en una disminucion del numero de hepatocarcinomas y en la

reduccion de la mortalidad de causa hepética (257).
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1.5.2 Factores predictivos de RVS pre-tratamiento

Las tasas de RVS son heterogéneas y se ven influidas por un amplio
namero de factores (258). Se han realizado mdltiples estudios para el andlisis
de los factores que influyen en la respuesta con PeglFN y RBV (246, 252, 259-
263).

El genotipo y la coinfeccion con el VIH junto con el grado de fibrosis y la
carga viral basal son los principales marcadores de RVS (246, 251, 252, 260,
261, 263-268). Otros factores de menor impacto son la edad, el sexo, la raza, el
indice de masa corporal (IMC), la resistencia insulinica, la concentracion de
proteinas totales y la esteatosis hepética (246, 251, 252, 260-267, 269-271),

En los dltimos tiempos se estan realizando muchos estudios clinicos
para identificar y estratificar a los pacientes que estén mas predispuestos a
responder al tratamiento asi como desarrollar nuevos y mejores agentes
terapéuticos, tanto en pacientes infectados con VHC como en coinfectados por
VIH. Los trabajos de investigacion en este campo se basan en ver la
variabilidad en “genes candidatos” que codifican elementos llave en la
respuesta inmune antiviral (272). En este sentido, hasta la fecha, se han
identificado y descrito principalmente dos polimorfismos con gran poder
predictivo en la respuesta al tratamiento frente al VHC. Uno es dependiente del
paciente, el gen de la interleukina 28B, el otro es dependiente del virus, la

mutacion Q80K en su proteasa NS3.
1.5.2.1Polimorfismos dependientes del paciente

Se han publicado numerosos estudios sobre la asociacion de varios
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), que se localizan dentro o en las
inmediaciones de los genes que codifican para la familia del IFN-A (dentro de
dicha familia se encuentra la interleukina 28 y sus dos isoformas IL-28A e IL-
28B), los cuales se han asociado con la eliminacion espontanea del VHC y con
la respuesta al tratamiento del VHC. Los SNP constituyen el cambio de una
base en puntos bien localizados de nuestro ADN.
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El gen IL28B codifica la interleukina 28, también conocido como
interferon (IFN) lambda tipo Il (IFN-lambda-3). La IL28B, junto con el IL28A y
IL29, participan en la respuesta antiviral de forma sinérgica con el interferon
tipo 1 (tales como el interfer6n-a), aunque usando receptores distintos. Entre
todas juegan un papel en la modulacién y resolucion de los procesos viricos.
Cuando dichos procesos afectan a un organismo, se observa un aumento en la
expresion de los genes que las codifican, dicho aumento presumiblemente

estara inducido por estas infecciones viricas (273,274).

En los dltimos afios se han hecho estudios de asociacion de todo el
genoma (GWAS) (272-275). En estos estudios se investiga un gran numero de
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) distribuidos a lo largo de todo el
genoma en pacientes infectados por VHC, que han recibido tratamiento para
posteriormente comparar entre “respondedores” y “no respondedores”. Aunque
los polimorfismos encontrados siguen una distribucion esperada normal,
destacan siete de ellos con un orden de magnitud mayor que si hubieran
ocurrido simplemente al azar. Entre estos trabajos, es importante el realizado
por Ge et al (276) que identifica los polimorfismos rs12979860 y rs8099917 (3
Kb y 8 Kb por encima del gen codificador de la IL28B) como de gran influencia

en la respuesta al tratamiento.

- La presencia de dos nucleétidos C/C en el locus del polimorfismo
rs12979860 correlaciona con un ratio dos veces mayor de aclaramiento viral
espontaneo el virus de la hepatitis C (VHC) y con una mejor respuesta al
tratamiento con interferén y ribavirina, en pacientes con genotipo 1 del VHC,
respecto a los otros genotipos posibles C/T y T/T, que no presentan relevancia

clinica hasta la fecha.

- Los individuos con dos copias del alelo T (genotipo TT) para el SNP
rs8099917 se asocian fuertemente con eliminacion natural del VHC. Similar al

patrén rs12979860, los genotipos TG o GG son menos sensibles al tratamiento.
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Polimorfismo IL28B y genotipo viral:

El efecto de los SNPs de IL28B se ha observado principalmente en los
pacientes infectados por VHC con genotipo 1 y 4, conocidos como malos
respondedores. Asi, los pacientes que poseian el alelo C en estado homocigoto
(haplotipo CC) en rs12979860, presentaron una tasa de respuesta virolégica
sostenida (RVS) aproximadamente dos veces superior a la que presentaron los
pacientes que presentaban un haplotipo CT y casi tres veces superior a la que
presentaron los pacientes homocigotos para el alelo T (TT). Por otro lado, en la
mayoria de estudios existe una clara relacion entre el genotipo IL28B favorable
y una mayor reducciéon en los niveles de ARN del VHC durante las primeras
semanas de tratamiento en los pacientes infectados por los genotipos 1y 4 del
VHC (277).

Sin embargo, estas diferencias no se observan en los pacientes
infectados con VHC de los genotipos 2 y 3, que presentan una alta probabilidad
de respuesta al tratamiento. Parece que, globalmente, en pacientes infectados
por estos genotipos, los polimorfismos de IL28 tienen poco poder predictivo,
excepto en el subgrupo de pacientes, relativamente numeroso, que no
presentan una respuesta excelente ya desde el inicio del tratamiento. En estos
pacientes, la presencia de wun genotipo IL28B favorable aumenta

sustancialmente la probabilidad de presentar una RVS.

Polimorfismo IL28B vy etnia

Estudios ya publicados sobre el tratamiento de la infeccion cronica por
VHC han demostrado diferencias notables en la respuesta al tratamiento
antiviral entre grupos raciales o étnicos diferentes, destacando la poca eficacia
en la eliminacién espontanea del virus y en la respuesta al tratamiento en
pacientes afroamericanos. Los estudios de IL28B entre pacientes de diferentes
grupos étnicos, muestran una distribucion diferente de los genotipos de IL28B,
apuntando a considerar que las prevalencias en este locus podrian explicar, en
parte, las discrepancias raciales en las tasas de RVS y resolucion espontanea
de la infeccion (276, 278).
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También se han encontrado diferencias en la cinética viral durante las
primeras semanas de tratamiento. En el estudio de Clarck et al (279) se
observé que el efecto en la respuesta al tratamiento se mantuvo en caucasicos,
afroamericanos e hispanos, en quienes las diferentes frecuencias del alelo
protector contribuyeron en gran medida a la disparidad racial de la respuesta
global al tratamiento. Sin embargo, incluso en afroamericanos con el genotipo
rs12979860 CC, la cinética viral fue mas lenta y las tasas de respuesta viral
rapida (RVR) y respuesta viral sostenida (RVS) fueron menores siendo esta

raza un predictor negativo de respuesta al tratamiento.

Dada la importancia creciente de los polimorfismos mencionados, se
han desarrollado técnicas comerciales para su deteccion. Por ejemplo, Roche
ha puesto en marcha una técnica para el estudio del rs12979860 (PCR a

tiempo real en el LightCycler).

1.5.2.2Polimorfismos dependientes del Vvirus

infectante

Las resistencias a los nuevos AAD estan producidas por la seleccion
de mutaciones en diferentes posiciones de la dianas terapéuticas, es decir,
proteasa NS3, polimerasa NS5B y proteina NS5A. (280-283). Cada compuesto
o familias terapéuticas muestran una mutacion especifica responsable de las
resistencias y una barrera genética de diverso grado frente a dichas
mutaciones. Del mismo modo, estas mutaciones parecen tener diferente
prevalencia segun el genotipo/subtipo de virus infectante. Las resistencias
cruzadas entre compuestos de la misma familia afecta principalmente a los

inhibidores de la proteasa NS3 y los inhibidores NS5A.

Mutaciones responsables de resistencias a los inhibidores de la proteasa
NS3

La proteasa VHC es un heterodimero que se ubicara en el reticulo
endoplasmico de los hepatocitos infectados tras la combinacion de las
proteinas virales NS3 y NS4. Esta Ultima actia como cofactor de la

proteasa. El sitio catalitico (donde se unira el sustrato de la enzima) de la
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serin-proteasa NS3-4A del VHC est4 flanqueado por una triada de los
aminoacidos serina-histidina-aspartato. La zona catalitica de esta
proteasa esta ubicada en un surco superficial donde permite una facil
unién del sustrato pero no asi de los inhibidores lo cual ha dificultado el
desarrollo de esta familia de compuestos (280). Hoy en dia, los
inhibidores de proteasa actuales, tienen la capacidad de efectuar una
unién estrecha con la regidn catalitica de la enzima con tan solo unos
pocos puntos de interaccion. Por ello, Unicamente unas mutaciones
especificas que afecten a esas zonas de unién a la regién catalitica

podran conferir resistencia frente a ellos. (281, 284-286).

Las resistencias a nivel los inhibidores de proteasa de primera
generacion (boceprevir, telaprevir) se han caracterizado por seleccionar
mutaciones en las posiciones 36, 54, 55, 155, 156, y 170. Dicha
resistencia depende de los subtipos de cada genotipo (280-286). Los
pacientes infectados por VHC subtipo 1a suelen seleccionar mutaciones
en las posiciones 36 y 155. En cambio los pacientes con VHC 1b
habitualmente seleccionarian mutaciones en las posiciones 54, 55, 156 y
170. Ademés de las posiciones donde se dan estas mutaciones, la
diferencia en el patron de resistencia de uno y otro subtipo se explica por
el nimero de cambios de nucleétidos necesarios por ejemplo en la
posicién 155 en el genotipo 1ay en el 1b. En esa posicion el genotipo 1b
necesita un cambio de dos nucleétidos para presentar resistencia
(R155K: CGG a AAG) mientras que la necesitard solo un cambio de
nucledtido (R155K: AGG AAG). Esta diferencia en el numero de
mutaciones necesarias para conseguir un patron genético de resistencia
explica por qué los pacientes con VHC 1b presentan una mayor barrera
genética a las resistencias que aquellos con el subtipo 1a. (280-287).

En diciembre de 2013 la FDA aprobd el uso del simeprevir en el
tratamiento para el VHC en pacientes con genotipo 1 y supuso una
segunda oleada para los inhibidores de proteasa de primera generacion.
Esta segunda oleada incluye agentes con una mayor potencia y una

dosificacion mejorada pero con unos perfiles de resistencia similares a
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boceprevir y telaprevir (288). Asi mismo, mientras que los inhibidores de
proteasa de la primera oleada son activos principalmente frente al
genotipo 1, los de la segunda oleada lo son frente a todos los genotipos,
excepto el 3. Esto es debido a la presencia natural del polimorfismo
D168Q que le confiere resistencia frente a todos los inhibidores de
proteasa disponibles (288). Tanto los inhibidores de proteasa de la
primera oleada como los de la segunda se caracterizan por presentar
una baja barrera genética frente a resistencias y ciertas resistencias
cruzadas. (287).

Se ha propuesto que el término inhibidores de proteasa de “segunda
generacion” se utilice con compuestos que presenten un perfil de
resistencia mejorada, como asi lo hacen algunos de los que ahora estan
en estudio o0 recientemente aprobados (por ejemplo paritaprevir/
ribavirina (ABT-450) o grazoprevir (MK-5172)) (289). Recientemente, se
han publicado resultados de un ensayo clinico en fase 2 donde se
mostraban resultados prometedores con la terapia basada en el
grazoprevir llegando a tasas de RVS entre el 89-100% en pacientes con
genotipo 1 (290).

Importancia del polimorfismo Q80K

La prevalencia de polimorfismos naturales asociados a resistencias en
el VHC ha sido evaluada en tratamientos con pacientes naive. Se estimé
gue <1% de la poblacion estudiada mostraba mutaciones en los codones
36, 155, 156 o0 168, mientras que cambios en los residuos 54 o 55 fueron
observados en un 3-7% de los pacientes. En cambio, en el caso del
polimorfismo Q80K, la frecuencia con la que se observo oscilo entre un
19-48% de las secuencias de la proteasa NS3 en el genotipo la (288,
291-293).

Estudios in vitro han mostrado que el polimorfismo Q80K reduce la
susceptibilidad al simeprevir pero no a otros de segunda oleada, como el
sovaprevir, asunaprevir o faldaprevir. Estudios in vivo han confirmado

estos resultados. El ensayo clinico en fase Il ASPIRE evalu6 el impacto
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del Q80K en la respuesta virologica al tratamiento con simeprevir (294).
Aquellos pacientes infectados con el genotipo la que presentaban en
polimorfismo Q80K mostraban un descenso significativo en la tasa de
RVS frente al simeprevir (100mg/dia), en comparacion con los pacientes
sin el Q80K (22% frente al 70% respectivamente). Sin embargo, un
incremento en la dosis de Simeprevir, hasta los 150mg/dia, demostro ser
suficiente para lograr una tasa de RVS similar indiferentemente de la
presencia del Q80K (Q80K 61% vs No Q80K 66%). Las tasas de RVS
fueron mas bajas para el subtipo la que para el 1b (63% vs 80%
respectivamente), al igual que lo observado con otros inhibidores de la
proteasa. La presencia del Q80k no afect6 a las tasas de RVS frente a
sovaprevir en el genotipo 1, tras aplicar una pauta de tratamiento de 28
dias en combinacion con PeglFN y ribavirina (295). Asi mismo, no se
apreciaron cambios en la RVS a las 12 semanas frente al faldeprevir en
un ensayo clinico en fase Il donde se utilizaba un tratamiento combinado
con PeglFN vy ribavirina (75% RVS en pacientes sin Q80K frente a 82%
en pacientes con Q80Kk) (296). Los ensayos clinicos en fase Ill QUEST-1
y QUEST-2 que evaluaban la seguridad y eficacia del simeprevir en
combinacién con PegIFN y ribavirina en pacientes infectados por VHC
genotipo 1 refinaron la concepcién que se tenia sobre el impacto del
Q80K en las tasas de RVS del simeprevir. Comparando pacientes
infectados con VHC 1a sin Q80K se observaron tasas mas bajas de RVS
entre aquellos pacientes con Q80K (58% frente a 84% respectivamente)
(297). Estudios recientes han definido por lo menos dos clados (ramas
del arbol filogenético) para el subtipo 1a que muestran una distribucion
geografica y una prevalencia del polimorfismo Q80K diferente. El clado 1
se observa frecuentemente en secuencias NS3 de VHC en Estados
Unidos y se asocia con una elevada prevalencia del Q80K (48,9%)
mientras que el clado 2 es mas frecuente en secuencias de VHC
detectados en Europa y presentan una menor prevalencia del Q80K
(298,299). Estas teorias han sido corroboradas recientemente con datos
de estudios en fase IIB/lll (PILLAR, ASPIRE, QUEST-1, QUEST-2 y

PROMISE) que mostraron una prevalencia superior de Q80K entre las
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secuencias de la proteasa del subtipo 1a de Norte América comparados
con los de Europa (48,1% vs 19,4%) (300).

Las Ultimas actualizaciones de las guias para el tratamiento de la
hepatitis C cronica (AAS 2014) recomiendan realizar un cribado de
resistencias mediante la deteccion del polimorfismo Q80K en pacientes
con el subtipo la, de cara a considerar tratamientos alternativos al

simeprevir si esta mutacion es detectada.

Otras mutaciones menos estudiadas

Se han descrito otra serie de mutaciones que afectarian a la
sensibilidad de los inhibidores de proteasa en menor medida que el
Q80K pero que estan menos investigadas. Algunas de ellas que afectan
a la mayoria de los farmacos (V36A/M, T54A/NIS, RI155T/K,
A156S/T/SIV, V170A/T/L), otras afectan a los inhibidores que poseen en
su estructura ketoamida, que forma un enlace covalente reversible con el
ndcleo catalitico de serina de la proteasa (Ej. boceprevir y telaprevir), y
otras mutaciones (D168V/A/T/H, A156S/V), y otras que afectan a los
inhibidores de proteasa que se unen de forma no-covalente (Ej.
faldaprevir).

A continuacién se enumeran las principales mutaciones conocidas que

provocan un descenso en la sensibilidad frente a los nuevos AAD:
Principales mutaciones conocidas:

« Mutaciones conocidas que afectan a los inhibidores de
proteasa:
= Q80K, RI155T/K, V36A/M, T54A/NIS, V55A, A156T/SIV,
D168V/A/T/H, V170A/T/L.
« Mutaciones que afectan a los nucleosidos inhibidores de
polimerasa
»  5282T
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« Mutaciones que afectan a los no-nucleodsidos inhibidores de
polimerasa
= C136Y/N, S365T/A, MA414T/L, L419M/V, M4A23T/I/V,
Y448C/H, 1482L/VIT, M494l/A, PA495S/L/IAIT, P496A/S,
VA99A.
« Mutaciones que afectan a los inhibidores de NS5A
= M28T, Q30H/R, L31M/F/V, P32L, Y93C/H/N.

1.5.3 Factores predictivos de RVS durante el

tratamiento

Se han establecido tres tipos de respuesta; bioquimica (normalizacion
de transaminasas), virolégica (negativizacion del ARN-VHC) e histologica
(mejoria de al menos dos puntos del grado de actividad histolégica), pero en
los dltimos tiempos, la determinacion de la respuesta se ha centrado en la
determinacion virologica. En funcion de la evolucién de la carga viral se podia
identificar la respuesta del paciente al tratamiento (respuestas identificadas en
base al tratamiento convencional con interferon pegilado combinado con
ribavirina) y pronosticar su curacién o persistencia tras el mismo. El método de
eleccion para identificar el ARN-VHC es la PCR cuantitativa y, en especial, la
que permite detectar como minimo 50 Ul/mL. La técnica de referencia es la

PCR a tiempo real.
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Tabla I.7- Respuestas al tratamiento frente a VHC

Respuesta al

tratamiento

Significado

Respuesta viral
sostenida (RVS)

Ausencia de ARN-VHC en plasma (<50 Ul/mL) 24

semanas después de completar el tratamiento

Respuesta viral
rapida (RVR)

ARN-VHC indetectable en la semana 4.

Respuesta viral
precoz

o temprana (RVP):

a) Completa: Niveles indetectables en la semana 12
del tratamiento.

b) Parcial: ARN-VHC detectable en la semana 12 del
tratamiento, pero con una reduccion = 2 logo, con

negativizacion de la viremia en la semana 24.

Respuesta viral al
final del tratamiento
(RVF)

Carga viral indetectable al final del tratamiento.

Fracaso viral
primario (FVP):

Descenso de la carga viral < 2 logo en la semana 12 o
carga viral detectable en cualquier concentracion en la

semana 24.

Recidiva o fracaso
viral secundario
(FVS):

Reaparicion de ARN-VHC en las 24 semanas

posteriores a finalizar el tratamiento.

En resumen, los factores predictivos de respuesta a los diversos

tratamientos utilizados actualmente (301, 302, 303) serian los expuestos en la

Tabla 1.8.
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Tabla 1.8 - Factores predictivos de respuesta al tratamiento

| Factores previos al tratamiento ~ Factores durante el tratamiento
» Factores virales:
» Genotipo  viral  (segun = Respuesta virologica rapida.
tratamiento utilizado) (semana 4 ARN-VHC negativo)
» Carga viral del VHC baja = Respuesta virologica
» Polimorfismos VHC (Q80K) temprana.
= Factores en relacion con la (semana ocho ARN-VHC
enfermedad hepatica. negativo o descenso = 2 log)
» Menor grado de fibrosis <3. = Adherencia al tratamiento.
» No coexistencia de otras (en el caso de Ila terapia
enfermedades. convencional, el porcentaje de
= Factores en relacion con el RVS se incrementa en méas de
paciente. un 10% en aquellos pacientes
> edad <40 afos. gue son capaces de recibir mas
» Raza blanca. del 80% de Ilas dosis de
» IMC <27. peginterferon y ribavirina
» Sexo femenino durante mas del 80% del tiempo
» alelo TT del locus del gen de tratamiento).
IL28B
» Tratamientos previos.

1.5.4 Farmacos para el tratamiento de la hepatitis C

La terapia para combatir la infeccion por el virus C ha cambiado
notablemente en los Ultimos afios ya que numerosos tratamientos nuevos han
sido aprobados recientemente. En ese sentido podemos dividir los diferentes
tratamientos en dos grupos: Por un lado aquellos utilizados histéricamente y
que englobaremos dentro de la terapia convencional y por otro los

considerados antivirales de accién directa (AAD).
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1.5.4.1Terapia convencional

La terapia convencional hace referencia a la pauta de medicamentos

utilizada hasta ahora y engloba dos farmacos, el interferon y la ribavirina.

Interferéon a Pegilado (PeglFN)

El interferon fue empleado por primera vez en monoterapia en el

tratamiento de pacientes con hepatitis cronica “no-A, no-B”™ de origen
postransfusional en 1986 (304) con tasas de RVS del 8-5 %. El interferon-a es
un agente inmunomodulador que actia sobre la expresion de genes de accion
antiviral, generando una respuesta antiviral de amplio espectro (305).
Concretamente actia sobre receptores de membrana de los hepatocitos,
causando la transcripcion de multiples complejos interferon-ARNm que salen
del nucleo y codifican para proteinas que a su vez alteran el metabolismo
celular e interfieren con la replicacion viral y la sintesis de proteinas, inhibiendo

de esta forma la replicacion del VHC (306).

A partir del afio 1994 comienza el empleo de RBV en el tratamiento
combinado (307). Esta combinacion llevo las tasas de RVS globales al 35-43 %
(308, 309). La presencia de mas de un 60 % de fracasos se relacioné con la
corta vida media del interferbn (8-10 horas), con fluctuaciones en las

concentraciones séricas y aparicion de mutantes.

En el afio 2000, con la union del polietilenglicol a la molécula de
interferon se logré reducir la velocidad de absorcién y el aclaramiento renal y
celular, consiguiendo un aumento de su vida media y de su biodisponibilidad,
sin pérdida de su actividad biologica, traduciéndose en un aumento significativo
de la tasa de RVS. Actualmente, estdn comercializados dos interferones
pegilados, uno basado en interferon a-2b, unido a una cadena lineal de
polietilenglicol de 12 kD (Peg-Intron®, Schering-Plough Corporation), y otro en
interferon a-2a, unido a una cadena ramificada de 40 kD (Pegasys®, Roche
Pharmaceutical). En ambos casos, su prolongada vida media permite
administrarlos en una sola dosis semanal por via subcutanea. Las dosis

recomendadas en el adulto son de 180 yg/semana (252), independientemente
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del peso corporal del paciente. La dosis del PeglFN a-2b debe ajustarse al

peso, de modo que se administren 1.5 pg/kg/semana (185).

Ambos PegIFN son relativamente seguros aunque no estan exentos de
efectos adversos como; sindrome pseudogripal que es el efecto adverso mas

frecuente, y desaparece habitualmente en 36-48 h.

Los cambios en el estado de animo, sobre todo la depresion que afecta
a un 20-45 % de los pacientes en tratamiento, siendo su deteccién precoz y el
inicio de tratamiento antidepresivo importante para mejorar la calidad de vida

del paciente, su cumplimiento terapéutico y, en ultimo término, la tasa de RVS.

La neutropenia aparece en un 20% de los tratados y se controla si es
preciso, disminuyendo la dosis de IFN. Se recomienda disminuir la dosis
cuando el recuento de neutréfilos es menor de 750/uL y suspender el
tratamiento cuando el recuento absoluto es menor de 500/uL. El uso de
factores estimulantes de colonias de granulocitos (Filgastrim) se ha ensayado
con resultados satisfactorios en pacientes coinfectados con VIH y trasplantados

gue reciben tratamiento frente VHC (310).

La trombocitopenia es menos frecuente, generalmente no se asocia a
cuadros hemorragicos y obliga a menos modificaciones y abandonos excepto
en pacientes cirréticos con hiperesplenismo. La disminucién de la dosis de
interferon se recomienda cuando las plaguetas descienden por debajo de

50000/uL y la suspension del tratamiento cuando alcanzan las 25000/ L.

Se han descrito alteraciones en la funcion tiroidea durante el tratamiento
con interferdn, tanto hipotiroidismo como hipertiroidismo, este ultimo reflejando
en ocasiones una exacerbacion de una tiroiditis autoinmune y en otras
apareciendo de novo. El hipotiroidismo no obliga a suspender el tratamiento,
pero si el hipertiroidismo, y las concentraciones de hormonas tiroideas han de

controlarse con frecuencia a lo largo del tratamiento.

En el estudio de Lee Brunners et al (311) el 14 % de los pacientes
tuvieron que suspender el tratamiento por efectos secundarios, de los cuales

los hematoldgicos fueron los mas frecuentes (37%), sobre todo por neutropenia
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(el 50% de los casos). Por efectos generales y subjetivos (25%), seguido de
efectos neuropsiquiatricos (22%) y cutaneos (13%). Dos pacientes (3%)
presentaron alteraciones tiroideas, ambos presentaron hipertiroidismo, uno de

ellos precisé tratamiento sustitutivo por desarrollo posterior de hipotiroidismo.

Aungue las dos formas de IFN difieran en su farmacocinética, no esta
claro que estas diferencias tengan implicaciones clinicas importantes. Los
ensayos realizados hasta el momento no encuentran diferencias en la actividad
antivirica entre ambas formulas de PeglFN (288), pero si han encontrado
diferencias en la tasa de efectos adversos con repercusion clinica y sobre la
calidad de vida, siendo mayor en los tratados con PegIlFN a-2b (312, 313).
Ademas, un metaandlisis de 12 estudios comparativos de PeglFN a-2a y a-2b
(314), mostré una mayor tasa de RVS con PeglFN a-2a respecto al a-2b. A
pesar de esto, las guias publicadas hasta 2009 (es decir, previas a la
comercializacion de los antivirales de accion directa) (315-317), recomendaban
indistintamente el uso de los dos tipos de PeglFN en combinacién con RBV

como tratamiento de eleccion.

Ribavirina (RBV)

Es un analogo de nucledsido con un amplio espectro de actividad
antiviral. Es de administracion oral y tiene una buena tolerancia. Se ha utilizado
frente a otros virus ARN como el virus respiratorio sincitial (VRS). Aunque su
mecanismo de accién no estd completamente definido, se han descrito varios
efectos como la inhibicion de la inosina monofosfato deshidrogenasa a través
de la deplecién de los niveles intracelulares de trifosfato, la inhibicién del
extremo no codificante 5°del ARN, la inhibicion de la ARNm-guanililtransferasa
y con ello la sintesis de ARN virico, y ARN-polimerasa, la alteracion del balance
entre citocinas proinflamatorias (Thl-like) y antinflamatorias (Th2-like) (318), y
la induccion de mutaciones en el ARN (319). Da lugar ademas a una

disminucién de la infectividad (320).

La RBV en monoterapia se ha empleado en la hepatitis crénica por VHC
en multiples ensayos, demostrando una disminucion del nivel de

aminotransferasas, una mejoria histoloégica moderada durante el tratamiento
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(321) y una disminucion de los niveles de ARN-VHC, pero es ineficaz para la
eliminacion total del virus. (322-325) La ausencia de respuesta sugiere que
tiene un valor limitado en monoterapia. Su empleo inicial, junto al interferon
convencional, mejor6 considerablemente las tasas de RVS (260, 261), pero la
reduccion de dosis o la suspension de su administracion empeora dichas tasas
(327).

Las dosis administradas repartidas en dos tomas, son de 800 mg para
los genotipos 2 y 3, y 1000-1200 mg/dia ajustadas por peso, para el resto de
genotipos (328). El ajuste de dosis de RBV en funcion del peso es un factor
gue mejora las tasas de RVS (329,330), incluso se ha podido objetivar que la
mayor concentracion de RBV a la semana 4 era considerado un factor
predictivo de RVS (331).

Aungque es un farmaco bien tolerado, las reacciones adversas al
medicamento (RAMs) descritas asociados al tratamiento son; hemodlisis,
astenia, depresion, insomnio, vértigo, anorexia, congestion nasal, tos y prurito
(323, 332-334). La anemia con niveles de Hb <10 g/dL requiere la reduccion de
dosis y sucede en el 10 al 15 % de pacientes. Es un efecto reversible tras la
suspensién. Las medidas a tomar son, reduccién progresiva de dosis de 200
mg, a partir de los 10 g/dL y suspender el tratamiento con RBV si no se
consiguen mantener niveles superiores a 8.5 g/dL (10 g/dL en cardiopatas).
Como consecuencia de la hemdlisis se puede producir un aumento de
moderado y reversible de la bilirrubina y del &cido Urico que no requiere ajuste

de tratamiento.

La RBV es teratdgena y se pueden encontrar concentraciones en
gonadas hasta seis meses después de finalizado el tratamiento. Por esta

razon, es imprescindible una contracepcion eficaz.

Ademas de en embarazo y lactancia, la terapia convencional esta

contraindicada en pacientes con:

- Hipersensibilidad al principio activo.

- Hepatitis autoinmune, u otras enfermedades autoinmunes no controladas.
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- Enfermedades malignas.

- Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) grave.
- Disfuncion hepatica grave o cirrosis descompensada.

- Recién nacidos y nifios de hasta tres afos.

- Antecedentes de cardiopatia grave, incluida la cardiopatia inestable o no

controlada durante los seis meses previos.
- Trastorno psiquiatrico grave no controlado.
- Enfermedad cerebrovascular.

- Adiccidén activa a drogas o alcohol.

Desde 1986, la monoterapia con IFN constituia el tratamiento para los
pacientes con hepatitis C crénica y se obtenian tasas de alrededor del 8-9%. La
posterior introduccion de la terapia combinada con RBV fue un gran avance en
el tratamiento, consiguiéndose RVS de alrededor del 30% en pacientes con
genotipo 1y del 65% en genotipos 2 y 3. En el 2000, la introduccion del PeglFN
en la terapia junto con RBV mejoré mucho las tasas de RVS, siendo para
PeglFN a 2a 43% (335) y para el PegIlFN a 2b del 36% (336). Este porcentaje
de RVS varia con la frecuencia de los distintos genotipos, siendo en el estudio
de Hadziyannis et al (246) del 63 %. Si diferenciamos por genotipos, las tasas
de erradicacion son del 40 % para el genotipo 1, 60 % el genotipo 4, 70 % en el

genotipo 3y 80 % en el genotipo 2.

Hasta la fecha, momento en el que se esta definiendo con mayor
precision los escenarios de utilizacion de los nuevos AAD (a medida que los
tratamientos son mas eficaces, seguros y mejor tolerados), ha constituido el
tratamiento estandar con una duracién de 24 semanas para genotipos 2y 3, y

de 48 semanas para el resto de genotipos.

Los pacientes que no han respondido o que han recidivado tras recibir
tratamiento previo con interferon convencional o pegilado asociado a RBV
constituyen una poblacién que ha ido incrementandose en los dltimos afios y
que plantea importantes problemas terapéuticos. Mayoritariamente, esta
integrada por sujetos infectados por el genotipo 1, habitualmente con alta carga

viral y muchos de ellos con lesiones de fibrosis avanzada o cirrosis.
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En el momento actual son varios los farmacos en fase de ensayo y
recientemente comercializados, con diferentes mecanismos de accion, de los
qgue algunos aun son empleados en combinacién con la terapia actual. La
aparicion de resistencias se ha descrito tras el empleo en monoterapia, sin
embargo, su uso en combinacion con PeglFN y RBV se ha traducido en
mejoras significativas en la actividad antiviral. También en ensayo se
encuentran farmacos homologos de la RBV con mayor potencia y/o menores
efectos secundarios (viramidina, levovirina, merimepodib-VX 497, taribavirina)
asi como nuevas moléculas de interferon como el albuferdn o el albinterferén a-
2b (337).

1.5.4.2Agentes Antivirales de Accion Directa
(AAD)

Los avances en el conocimiento molecular del ciclo de replicacion del
VHC, han permitido el descubrimiento y desarrollo de diferentes moléculas que
bloguean de forma especifica proteinas del VHC que son claves para su
replicacion. Estas moléculas se conocen con el nombre de AAD (Agentes
Antivirales de Accion Directa) e incluyen principalmente a inhibidores de la

proteasa NS3, polimerasa NS5B y de la proteina NS5A.

Las principales caracteristicas de las distintas familias estan recogidas
en la Tabla 1.9.
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Inhibidores Inhibidores
Inhibidores de dela dela Inhibidores

Tabla 1.9 , _
la proteasa NS3 polimerasa polimerasa | dela NS5A

NS5B AN NS5B NAN

Los de 22

» Todos los
. generacion son _
Actividad _ Todos los Gl (Glb > Genotipos
. activos frente a _
genotipica genotipos Gla) Gl (Glb >
todos menos G3
Gla)
G1 (G1b > Gla)
Barrera genética _
_ Baja
para el Baja .
Alta Baja Gl (Glb >
desarrollo de Gl (Glb > Gla)
N Gla)
resistencias
Resistencia ) Especificas de
Alta Baja - Alta
cruzada cada familia
C136Y/N,
S365T/A,
M414TI/L,
Q80K,
L419M/V, M28T,
. R155T/K,V36A/M,
Principales M423T/1/V, Q30H/R,
_ T54A/VIS, V55A,
mutaciones de S282T Y448C/H, L31M/F/V,
. _ A156T/SIV,
resistencia 1482L/VIT, P32L,
D168V/AIT/H,
M494lI/A, Y93C/H/N
V170A/TIL.
P495S/L/IAIT,
P496A/S,
V499A
boceprevir, )
_ daclatasvir
_ telaprevir _ _ _ _
Autorizados . . sofosbuvir dasabuvir ledipasvir
simeprevir o
_ . ombitasvir
paritaprevir

Tabla 1.9. Resumen de las principales caracteristicas de las distintas familias de AAD
*AN: analogos de nucleésido; NAN: no analogos de nucledsido (283).

La comercializacion de los nuevos AAD ha suscitado una notable
polémica debido al elevado coste de éstos.
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En diciembre de 2014, el tratamiento completo con sofosbuvir, que se
vende bajo la marca Sovaldi®, ascendia en EE UU a 61.700 euros vy, por
ejemplo, en Francia a 56.000 euros por paciente mientras que datos recientes
indican que en Espafia se ha alcanzado un acuerdo para disminuir dicho coste
a 25.000 euros anuales. En India, donde la farmacéutica duefia de la patente
(Gilead) ha autorizado a siete laboratorios a lanzar genéricos de Sovaldi, la
terapia de 24 semanas se podra vender en dicho pais y otros 90 en desarrollo
(englobando una poblacion infectada de mas de 100 millones de personas)

previsiblemente a menos de 1.400 euros.

La siguiente generacion de AADs ofrece mejores resultados en cuanto a
RVS, pero sobre todo son mucho mas seguros que telaprevir o boceprevir.
Ademas, la dosificacién de estos AAD es mas simple y comoda. Mas aun, las
interacciones farmacologicas de los nuevos AAD son mas manejables o incluso

no relevantes.

Recientemente se ha autorizado para uso clinico el Inhibidor de la
proteasa del VHC (iP-VHC) de segunda oleada o generacion paritaprevir, el
inhibidor de la polimerasa NS5B no analogo de nucledsido dasabuvir y los
inhibidores de la NS5A daclatasvir, ombitasvir y ledipasvir. A corto plazo se
aprobard el IP-VHC faldaprevir. Estos nuevos AAD van a ofrecer, ademas de

eficacia, seguridad y comodidad, actividad frente genotipos distintos del 1.

A pesar de que las expectativas de respuesta son muy esperanzadoras
con los AADs, existen una serie de cuestiones que deben aclararse lo antes
posible. Principalmente, la informacion de que disponemos sobre la eficacia y
seguridad de los AADs proviene de ensayos clinicos, los cuales no reflejan las
condiciones de uso de los farmacos en la practica clinica diaria. Muchos de los
pacientes afectados por la infeccion por VHC acostumbran a ser de complejo
abordaje, una mayoria de usuarios de drogas, especialmente antiguos usuarios
de drogas parenterales, con frecuente patologia psiquiatrica, que reciben

tratamientos concomitantes con problemas de interacciones y adherencia.

El espectro de genotipos del VHC es también distinto, con

predominancia de genotipos la, frente al 1b, 3 y 4. Todos estos factores
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podrian hacer que las tasas de RVS a los AAD y la de interrupciones y
abandonos de tratamiento, especialmente los de primera generacion, fuese
distintitas a lo que se ha comunicado, particularmente en los sujetos mas

dificiles de tratar.

Hasta el momento se cuenta con un limitado nimero de AAD para el
tratamiento de la infeccion crénica por VHC. Son cuatro inhibidores de la
proteasa NS3, (telaprevir, boceprevir, simeprevir y paritaprevir) un inhibidor de
la polimerasa NS5B analogo de nucledsido (sofosbuvir), un inhibidor de la
polimerasa NS5B no analogo de nucledsido (dasabuvir) y tres inhibidores de la
NS5A (daclatasvir, ledipasvir y ombitasvir). Actualmente se encuentran en
fases avanzadas de desarrollo clinico diferentes farmacos pertenecientes a
distintas familias (ver Tabla 1.10) con resultados muy prometedores en cuanto a

eficacia y seguridad.

En general, estos nuevos antivirales han demostrado una extraordinaria
actividad antiviral solos o en combinacién con PeglFN/RBV, aumentando de
forma significativa las tasas de respuesta viroldgica sostenida (RVS) hasta un
80-100% en el genotipo 1 y reduciendo, en muchos casos, el tiempo de
duracion del tratamiento (283). Ademas, por primera vez se ve factible la

curacion de la infeccion por VHC con terapias libres de PeglFN/RBV.
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Tabla I.10- Familias AAD

Inhibidores de la

polimerasa NS5B

Inhibidores de la

Inhibidores de la

polimerasa NS5B

Introduccion

Inhibidores de la

proteasa NS3 analogos de no analogos de NS5A
nucledsido nucleésido
_ _ deleobuvir: NNI de daclatasvir
telaprevir sofosbuvir » _ _
_ sitio 1 (Boehringer (Bristol-Myers

(Janssen)* (Gilead)* : _

Ingerheim) Squibb)*
S dasabuvir: NNI de _ _
_ mericitabina (Fase o ledipasvir
boceprevir (MSD)* sitio 3 (ABT-333) )

(Gilead)*

II, Roche)

(AbbVie)*
_ _ VX-222: NNI de _ _
simeprevir : N ombitasvir (ABT-
IDX-184 (Idenix) sitio 2 (Fase Il, .
(Janssen)* 267) (AbbVie)*
Vertex)
faldaprevir (Fase lll, ABT-072: NNI de _
_ N elbasvir (MK-8742)
Boehringer VX-135 (Fase II) sitio 3 (Fase Il,
, _ (Fase lll, Merck)
Ingerheim) AbbVie)
asunaprevir (Fase setrobuvir: NNI de .
_ : N samatasvir (Fase I,
I, Bristol-Myers GS-6620 (Gilead) sitio 3 (Fase II, idenix)
enix
Squibb) Roche)
vaniprevir (Fase I, INX-189 (Bristol- tegobuvir: NNl de = ACH-3102 (Fase II,
Merck) Myers Squibb) sitio 5 (Gillead) Achillion)
filibuvir: NNI de sitio

danoprevir (Fase
lll, Roche)

2 (Pfizer)

sovaprevir (Fase Il,
Achillion)

paritaprevir (ABT-
450/r) (AbbVie)*

GS-9451 (Fase I,
Gilead)

grazoprevir (MK-
5172) (Fase I,
Merck)

En negrita con * los compuestos autorizados para su uso en Espafia, En celdas
sombreadas en gris los compuestos cuyos ensayos clinicos han debido ser
cancelados.
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) Inhibidores de |la proteasa

Telaprevir y boceprevir fueron los primeros AAD aprobados para el
tratamiento de pacientes con infeccion crénica por VHC genotipo 1 en
combinacion con PeglFN/RBV. Ambos farmacos son derivados lineares de a-
cetoamidas que se unen covalentemente y de forma reversible a la proteasa
NS3/4A con una cinética de union y disociacion lenta. En pacientes naive al
tratamiento con interferon, ambos farmacos incrementan de forma significativa
las tasas de curacion (~70%) y acortan la duracién del tratamiento (339, 339,
340, 341). Una de las principales desventaja de estos farmacos es la
dosificacion: telaprevir, 2 comprimidos/8h durante 12 semanas (342)), y
boceprevir, 4 comprimidos/8h durante la totalidad de la terapia (24, 36 o 48
semanas). Ademas, la aparicion de efectos adversos como la anemia, rash y
los desdOrdenes gastrointestinales son frecuentes durante el tratamiento con
estos farmacos. La actividad antiviral de telaprevir y boceprevir esta restringida
a infecciones causadas por variantes de genotipo 1 y su eficacia es menor en
aguellos pacientes previamente expuestos a PeglFN/RBV (respondedores
parciales o no respondedores, fibrosis avanzada, genotipo 1a, y genotipo CT o
TT del polimorfismo 1L28B (343).

- Telaprevir (TVR) (Incivo®).

El ensayo clinico ADVANCE (340) evalu6 la eficacia de telaprevir en
1088 pacientes de VHC genotipo 1 en combinacién con PeglFN/RBV
observandose tasas de RVS a semana 12 (RVS12) del 75%.

Posteriormente en el ensayo ILLUMINATE (344) se comprobd la no
inferioridad del tratamiento con terapia triple (TVR + PeglFN/RBV) durante 24

semanas, frente a 48 semanas en 540 pacientes naive.

El estudio REALIZE (341) incluy6 a pacientes pretratados, con respuesta
nula, parcial o que experimentaron una recidiva (no respondedores) a la terapia
con PeglFN/RBV. Las tasas de RVS12 fueron significativamente mas altas en
los pacientes que recibieron terapia triple en comparacion con los que
recibieron terapia estandar, especialmente en los no respondedores previos

(86% vs. 24%). El fracaso al tratamiento y la selecciébn de mutaciones de
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resistencia fue mas comun en los pacientes no respondedores previos y con

cirrosis.

El ensayo ZENITH evalu6 tres ramas de tratamiento combinando de
telaprevir con VX-222 (inhibidor de la polimerasa no-analogo de nucleétido sitio
2) durante 12 semanas, en terapia doble, terapia triple con RBV vy terapia
cuadruple con PeglFN/RBV. Posteriormente se completo el tratamiento con 48
semanas de PeglFN/RBV (345). Las tasas mas altas de respuesta (RVS12) se
obtuvieron en la rama de terapia cuadruple (90%) seguida de la terapia triple
con un 70%. Por el contrario las tasas mas bajas de respuesta se obtuvieron en
la rama de terapia doble en la que tuvo que pararse el tratamiento por nimero

elevado de recidivas.

En términos de aparicion de resistencias, un 7% de los pacientes en
tratamiento con telaprevir seleccionaron cepas del VHC resistentes, de modo
especial los pacientes infectados con genotipo la.

- Boceprevir (BOC) (Victrelis®).

El estudio SPRINT-2 (338) evalud la eficacia de la terapia triple con
boceprevir en pacientes naive de genotipo 1, mientras que el RESPOND-2
(339) evalud la terapia triple en pacientes no respondedores a PeglFN/RBV. En
todos los casos la administracion de boceprevir fue precedida por una fase en
la que se administré6 PeglFN/RBV en biterapia durante 4 semanas. Esta fase
persigue una reduccién de la carga viral y una reduccion de la probabilidad de
seleccionar resistencias a boceprevir. En el SPRINT-2, la tasa de RVS fue del
66%, sin diferencias significativas entre los pacientes tratados durante un afio y
aguellos tratados durante un periodo mas corto de acuerdo con la Terapia
Guiada por Respuesta (TGR), que consiste en tratar sélo 24 semanas Si
alcanzan y mantienen la indetectabilidad desde la semana 4 de iniciar la triple
terapia.

En conclusion, en pacientes mono-infectados, la triple terapia basada en
PeglFN alfa, RBV y un agente antiviral directo como boceprevir o telaprevir
mejora la tasa de RVS hasta un 75 % (pacientes naive) y hasta un 50 % en el

caso de pacientes que han fracasado al tratamiento previo. Sin embargo, la
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triple terapia puede asociarse a ciertas reacciones adversas tales como
exantema cutaneo (telaprevir) que puede ser grave hasta en un 5% de los
casos, anemia (telaprevir y boceprevir) o disgeusia (boceprevir). Por otro lado,
la ausencia de respuesta a la triple terapia se asocia de manera casi universal
al desarrollo de mutaciones de resistencia en el VHC. Estas mutaciones
tienden a desaparecer de manera progresiva con el tiempo, pero su significado
clinico es incierto ya que no hay ningun estudio que haya valorado la respuesta
al tratamiento con otros antivirales de la misma familia de pacientes con

variantes viricas con mutaciones de resistencia.

- Simeprevir (Olysio®).

Se administra una vez al dia, y ha demostrado una actividad antiviral
potente frente a genotipos 1 y de menor potencia para genotipos 2, 4, 5y 6. El
estudio ASPIRE incluyé 462 pacientes pretratados de genotipo 1, a los cuales
se administré 100 mg o 150 mg una vez al dia (QD) de simeprevir en
combinacion con PeglFN/RBV. Las tasas de respuesta (RVS24) fueron del
85%, en el grupo de los no respondedores y respondedores parciales, frente un
51% en el grupo de no respondedores previos (346). Otros ensayos (QUEST-1
y QUEST-2 en pacientes naive, y el ensayo PROMISE en pacientes no
respondedores), mostraron buenos resultados administrando 150mg de
simeprevir con PeglFN/RBV a 392 pacientes de genotipo 1. A la semana 12 de
tratamiento alcanzaban viremia indetectable el 80%, 81% y 79% de los

pacientes, respectivamente.

En definitiva, a diferencia de boceprevir y telaprevir, simeprevir parece
tener un mejor perfil de seguridad y ofrece una pauta de tratamiento mas
comoda para el paciente. En consonancia con las consideraciones anteriores,
en pacientes infectados con VHC genotipo 1, en base a las tasas de curacion
observadas y a un perfil de seguridad mas favorable que telaprevir y
boceprevir, se considera que simeprevir representa una alternativa terapéutica
a los otros dos inhibidores de la proteasa, en pacientes candidatos al
tratamiento con triple terapia basada en interferon pegilado + ribavirina. En
pacientes naive y con recidiva, la terapia triple con simeprevir se considera

también una alternativa terapéutica a la terapia triple con sofosbuuvir.
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Simeprevir, en combinacion con sofosbuvir +/- RBV durante 12
semanas, se considera una alternativa terapéutica en aquellos pacientes que
no toleran o no son candidatos al tratamiento con interferébn y existe una
necesidad de tratamiento urgente, en los que el tratamiento debe basarse en
combinaciones de antivirales directos libres de interferén. Por otro lado, en
todos los ensayos clinicos llevados a cabo, los datos de eficacia de simeprevir
fueron consistentes en todos los subgrupos analizados (subtipo, carga viral
basal, sexo, polimorfismo IL28B, Metavir) a excepcion del polimorfismo Q80K.
Sin embargo, excepciones a esta recomendacion serian aquellos pacientes
infectados por VHC genotipo 1la que presenten polimorfismo basal Q80K. En

estos pacientes, no se recomienda el uso de simeprevir (5).

- Paritaprevir (ABT-450/r) / omvitasvir (ABT-267) (ambos incluidos en

combinacién con omvitasvir y ritonavir (Viekirax ®):; dasabuvir (Exviera®)

El paritaprevir ha sido recientemente autorizado para su uso combinado
con ombitasvir y ritonavir (combinacion comercializada bajo el nombre
Viekirax®) en un documento conjunto con el dasabuvir (Exviera®) (5b, 350,
359, 360). Ambos han sido autorizados, combinados entre si o con otros
medicamentos (no autorizados en monoterapia), en el tratamiento de la
hepatitis C. En el momento actual, la pauta habitual de combinacién es
ombitasvir/paritaprevir/ritonavir + dasabuvir + ribavirina. En su desarrollo se
realizaron pequefios estudios en combinacién con interferébn pegilado y en
estos momentos se esta realizando, al menos, un estudio en combinacién con
sofosbuvir (SOF) en pacientes con fallo previo a otros AADs. Por el momento
no existen estudios de combinacion con telaprevir, boceprevir, simeprevir,

daclatasvir ni otras moléculas similares.

Cabe destacar que en el programa de desarrollo de
ombitasvir/paritaprevir/ritonavir y dasabuvir (OBV/PTV/rtv y DSV) se ha
dispuesto de un importante nimero de ensayos clinicos que incluyen un gran
namero de pacientes, haciendo que las conclusiones extraidas se puedan
considerar solidas. También se han podido obtener conclusiones certeras
sobre su perfil de seguridad ya que se han realizados ensayos clinicos con

placebo como comparador. La combinacién de ombitasvir/paritaprevir/ritonavir
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y dasabuvir es el primer régimen autorizado sin interferon que combina
antivirales de accién directa y que no incluye a sofosbuvir como parte del

régimen.

Para el genotipo 1, en los estudios fase Ill se demuestra una eficacia
superior al 95% cuando los pacientes G1lb no cirréticos son tratados con
OBV/PTV/rtv y DSV, independientemente de una posible no respuesta a
tratamiento previo con Peg/RBV u otros factores del paciente. Por ello, de
forma general, el régimen recomendado en pacientes con genotipo 1b no
cirréticos debe ser OBV/PTV/rtv y DSV 12 semanas. Segun datos presentados
del estudio AVIATOR, probablemente la combinacion OBV/PTV/rtv + ribavirina
(RBV) proporcione similares resultados a OBV/PTV/rtv y DSV, habiéndose
optado por ésta ultima ante el mejor perfil de seguridad de DSV frente al de
RBV. No existen datos en no respondedores previos a otros AAD. En cuanto al
Gla, atendiendo a datos obtenidos en el estudio PEARL-IV , la combinacion
OBV/PTV/rtv y DSV sin RBV no demostré la no inferioridad frente a la misma
pauta con RBV, ambas durante 12 semanas y en pacientes naive (RVS 97%
con RBYV, 90,2% sin RBV). En general, en pacientes cirréticos la RVS tiende a

ser inferior.

Por su parte, datos del estudio TURQUOISE-II, muestran la comparacion
de la combinacion OBV/PTV/rtv y DSV + RBV se durante 12 0 24 semanas en
pacientes cirréticos G1, previamente tratados (con Peg/ RBV) o naive. Los
resultados en pacientes Gl1b, tratados durante 12 semanas (RVS 98,5%),
muestran tasas de respuestas similares a los tratados durante 24 semanas. En
pacientes infectados con VHC Gla cirréticos naive, la RVS fue ligeramente
inferior a G1b con un 92-95%, no existiendo diferencias entre 12 y 24 semanas
de tratamiento; en los pacientes previamente tratados, y a pesar del bajo
namero de pacientes en cada subgrupo, parece que tampoco hay diferencias
entre 12 y 24 semanas de tratamiento en pacientes con respuesta parcial
previa a biterapia o recidiva. Sin embargo, en pacientes con genotipo 1a, la
respuesta nula previa si que se ha asociado a una menor probabilidad de
alcanzar RVS.

83



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] FIliteLeely

En el estudio PEARL-1 se evalué el tratamiento combinado de
OBV/PTV/rtv + RBV en pacientes G4 no cirrgticos, mostrando un 100% de
RVS, tanto en pacientes naive como en no respondedores a tratamiento previo.
Por el momento no se disponen de datos en pacientes cirréticos compensados
con genotipo 4, aunque actualmente se encuentra en marcha el ensayo M11-
665 en el cual se estudia el tratamiento de pacientes cirréticos compensados
G4 con OBV/PTVI/rtv + RBV, en pautas de 12, 16 y 24 semanas. La actividad in
vitro de PTV y OBV es similar para Glb y G4 y ambos medicamentos
presentan una barrera genética similar frente a la aparicion de resistencias para

ambos genotipos.

Hasta el momento, a la hora de abordar los genotipos 2 y 3,
OBV/PTV/rtv y DSV no son eficaces o no han sido suficientemente estudiados

en genotipos 2 y 3 por lo que su uso no esta indicado en estos pacientes.

En definitiva, el régimen OBV/PTV/rtv y DSV con RBV durante 12
semanas es una alternativa terapéutica a otras combinaciones de AAD, en
pacientes con genotipo 1, tanto mono como coinfectados por VIH,
con y sin cirrosis. En pacientes con genotipo 1b no cirréticos se
puede prescindir de la RBV. En pacientes con genotipo la y cirrosis
compensada, con respuesta nula a tratamiento previo con PEG/RBV
o factores predictores de mala respuesta, se recomienda prolongar el

tratamiento a 24 semanas.

En pacientes con genotipo 4, el régimen OBV/PTV/rtv con RBV
administrado durante 12 semanas es una alternativa terapéutica a
otras combinaciones de AAD. Sin embargo, en pacientes cirréticos
la evidencia procede de la extrapolacion de resultados en pacientes

con genotipo 1b y la duracion optima del tratamiento es desconocida.

Se debe de tener en cuenta el perfil de interacciones de esta
combinacion, que complica el manejo de la inmunosupresion. En el contexto
del post-trasplante, en el momento actual existen otras combinaciones
(sofosbuvir / ledipasvir + RBV o SOF / simeprevir + RBV) que con tratamientos

de 12 semanas obtienen resultados similares.
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Dada la escasa experiencia de su uso aun existen numerosas
poblaciones para las que no existen datos suficientes para su utilizacion, a
saber: pacientes con fibrosis avanzada y/o descompensados, pacientes con
VHC Gl con fracaso al tratamiento con inhibidores de
la proteasa, pacientes con insuficiencia renal, trasplantados hepéticos con
fibrosis avanzada o nifios. Dicha ausencia de datos con esta combinacién hace

preferible el uso de otras alternativas terapéuticas.

Teniendo en cuenta las limitaciones mencionadas se estan
desarrollando nuevos inhibidores de la proteasa en diferentes fases de
desarrollo clinico (ej. asunaprevir, vaniprevir, sovaprevir, danoprevir,
faldaprevir, GS-9451 y grazoprevir). Este grupo de compuestos esta formado
por inhibidores no covalentes, que en su mayoria muestran actividad antiviral
frente a todos los genotipos de VHC, con un perfil de seguridad mejorado y que
se administran una vez al dia (347, 348, 349, 350). Ademas, algunas de estas
moléculas, como el grazoprevir, muestran una actividad antiviral frente a
variantes del VHC portadoras de mutaciones asociadas con resistencia a la

primera generacion de inhibidores de la proteasa (351).

- Faldaprevir

Se trata del medicamento mas avanzado entre los aun no autorizados de
este grupo. Dos ensayos han demostrado la eficacia de faldaprevir en
combinacién con PeglFN/RBV en pacientes con genotipo 1. El primero de ellos
fue el SILEN-C1 (en pacientes naive). En él se aleatorizaron los pacientes en 4
ramas de tratamiento. En las dos primeras, se administré durante tres dias
PeglFN/RBV (fase de inicio o lead-in) y posteriormente 120 o 240 mg de
faldaprevir una vez al dia. La tercera rama de tratamiento no tuvo fase de lead-
in sino que inici6 240mg de faldaprevir y PeglFN/RBV a la vez. Por ultimo, se
incluydé un grupo placebo de pacientes que solo recibieron PeglFN/RBV. Todos

los grupos recibieron tratamiento durante 24 semanas (Tabla 1.11).
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Tabla 1.11- Resultados del ensayo SILEN-C1

‘Tratamientoy dosis ~ RVSTerapial RVSTerapia2 RVS Terapia3
faldaprevir 120mg L-in 71% ND ND

faldaprevir 240mg L-in 73% 82% 96%
faldaprevir 240mg 83% 93% 90%

Placebo 56% ND ND

Terapia 1: faldaprevir, PeglFN y ribavirina 24 semanas; Terapia 2: faldaprevir, PeglFN
y ribavirina 24 semanas en terapia guiada por respuesta; Terapia 3: faldapreuvir,
PeglFN vy ribavirina 24 semanas + PeglFN vy ribavirina 24 semanas en terapia guiada
por respuesta. L-in: Fase de Lead-in de tres dias con biterapia PegIFN/RBV

El ensayo SILEN-C2 incluyé a 288 pacientes pre-tratados. Dos grupos
de pacientes fueron aleatorizados a recibir una fase de lead-in durante tres dias
con PeglFN/RBV seguido de terapia con 240 mg de faldaprevir una (QD) o dos
veces al dia (BID). El tercer grupo de pacientes recibi6 triple terapia (faldaprevir
QD + PegIFN/RBYV) sin fase de lead-in. En los tres grupos el tratamiento con
faldaprevir fue durante 24 semanas, mientras que el grupo que recibio triple
terapia una vez al dia con lead-in continué tratamiento con PeglFN/RBV hasta
semana 48 (Tabla 1.12).

Tabla I.12- Resultados del ensayo SILEN-C2
RVS RVS RVS
NoR Terapia 1 Terapia 2

Tratamiento y dosis RVS RP

faldaprevir 120mg/24h + L-in

30% 21% 40% 72%
+ PeglFN/RBV
faldaprevir 240mg/24h + L-in
50% 35% ND ND
+ PeglFN/RBV
faldaprevir 240mg/12h + L-in
42% 29% ND ND

+ PegIFN/RBV

RP: Poblacion Respondedores Parciales; NoR: Poblacion No Respondedores; Terapia
1: faldaprevir, PeglFN y ribavirina 24 semanas en terapia guiada por respuesta;
Terapia 2: faldaprevir, PeglFN y ribavirina 24 semanas + PeglFN y ribavirina 24

semanas en terapia guiada por respuesta. L-in: Fase de Lead-in de tres dias con
biterapia PeglFN/RBV
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II) Inhibidores de la polimerasa NS5B analogos de

nucleosido (NI)

Existen diferentes inhibidores analogos de nucleods(t)ido en desarrollo
clinico que inhiben la replicacion del VHC uniéndose al sitio activo de la ARN-
polimerasa ARN dependiente, y por tanto bloqueando la elongacion de la
cadena. Esta familia se caracteriza por tener una extraordinaria actividad frente
a todos los genotipos del VHC y una barrera genética alta para el desarrollo de
resistencias. Hasta ahora solo hay un compuesto autorizado para su uso, el

sofosbuvir.

- Sofosbuvir (Sovaldi®).

Este farmaco ha demostrado una actividad antiviral muy potente frente a
todos los genotipos del VHC asi como una barrera genética muy alta para el
desarrollo de resistencias (352, 353, 354). El estudio ELECTRON, en el que se
evalué sofosbuvir en combinacién con RBV en pacientes naive con genotipos
1, 2 y 3 en pacientes no respondedores (NR) a una terapia previa con
PeglFN/RBV de genotipo 1. Aunque en los pacientes NR las tasas de
respuesta fueron del 100%, las tasas de recidivas durante el seguimiento (24
semanas tras finalizar el tratamiento) fueron del 90% (355). Con el objetivo de
evitar estas altas tasas de recidiva se ha afiadido una nueva rama al estudio
formada por pacientes naive y NR a los que se les ha administrado la
combinacion de sofosbuvir + ledipasvir (inhibidor de la NS5A recientemente
autorizado para su comercializacion) + RBV. Afiadiendo este segundo antiviral
se han obtenido RVS12 del 100% sin recidivas 4 semanas post-tratamiento
(355).

A pesar de las limitaciones de los estudios descritas anteriormente, se
considera que sofosbuvir presenta valor terapéutico afiadido en comparacion
con los estandares actuales de tratamiento de la infeccion cronica por el virus
de la hepatitis C en determinados escenarios clinicos y para las distintas
pautas de tratamiento estudiadas. Sofosbuvir presenta tasas elevadas de
RVS12, un buen perfil de seguridad, menor duracion de tratamiento y la

posibilidad de ser usado sin Peg en determinados grupos de pacientes (6).
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En cuanto al desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas dentro de
esta familia de compuestos, el mas prometedor, aiun en estudio, es la

mericitabina.
- Mericitabina.

Pro-farmaco oral del anédlogo de 2'-deoxi-2'-fluoro-2'-C-metillcitidina PSI-
6130. Este compuesto se convierte a traves de la fosforilacion de las quinasas
celulares al metabolito activo 5-trifosfato, que inhibe la polimerasa NS5B del
VHC. Los ensayos JUMP-C e IFNORM-1 (primer régimen libre de PeglFN para
el tratamiento de la infeccién crénica por VHC) demostraron la seguridad y
eficacia de la mericitabina tanto en combinacién con terapia estandar (JUMPC)
como en combinacién con danoprevir (ensayo IFNORM-1) (356, 357). Ademas,
se han realizado dos estudios de combinacion de mericitabina + danoprevir +
RBV, que son el IFNORM-SVR (pacientes naive) y el MATTERHORN
(pacientes pretratados) (358).

ll) Inhibidores de la polimerasa no analogos de

nucledsido (NNI).

Mientras que los analogos de nucleds(t)idos bloquean la replicacion del
VHC actuando como terminadores de cadena y por tanto bloqueando la
elongacion de la cadena de ARN, los no-anélogos de nucleésido interaccionan
fuera del centro catalitico de la enzima y producen cambios alostéricos
comprometiendo su funcion. Se pueden agrupar en cinco familias (NNI-1, NNI-
2, NNI-3, NNI-4 y NNI-5) dependiendo del lugar de la polimerasa al que se
unan. En el subdominio pulgar (en la literatura denominado con el término
anglosajon thumb) se encuentran los sitios de union 1, 2 mientras que en el
subdominio palm se encuentran los sitios de union 3, 4 y 5 (Figura 1.13). Dentro
de esta familia, existe un farmaco recientemente autorizado, el dasabuvir
(Exviera®), mientras que los farmacos que se encuentran en fases mas
avanzadas de desarrollo son VX-222, ABT-072, setrobuvir o el GS-9669. Atras
guedan otros como el tegobuvir, deleobuvir o filibuvir cuyos resultados no han
sido los esperados y por ello su desarrollo ha debido ser cancelado. Todos

estos compuestos se caracterizan por presentar de forma generalizada una
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barrera genética baja para el desarrollo de resistencias sumado a una actividad

genotipo/subtipo dependiente.

NNI-1

NNI-5

NNI-2

SITIO ACTIVO

Figura 1.13- Sitios de union de los Inhibidores de la polimerasa no analogos de
nucledsido (283)

- Dasabuvir (Exviera®).

Previamente se han expuesto los ensayos clinicos efectuados en
combinacion junto con Viekirax ®. Su mecanismo de accion consiste en la

union al sitio 3 de la polimerasa.
- VX-222.

Se une al sitio 2 de la polimerasa. En los estudios publicados para dosis
de 100 o 400 mg/12h mostr6 una buena tolerancia junto con un incremento de
eventos adversos gastrointestinales para la dosis superior. En el estudio QUAD
para dicha dosis se observo la frecuencia mas elevada de efectos adversos en
grado 3/4. Por su parte, el DUAL tuvo que ser discontinuado debido a un
elevado avance viral antes de la semana 12. La RVS en la semana 24
semanas post-tratamiento tanto en pacientes tratados 12 semanas y aquellos
tratados adicionalmente 24 semanas con PeglFN + RBV fue del 67% en el
TRIPLE (400 mg/12h) y de un 79% y 90% en el QUAD (100 mg/12h y
400mg/12h respectivamente).En un estudio comparativo con inhibidores NS5B
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como el sofosbuvir y la mericitabina se observé actividad de estos ultimos
frente a genotipos 1a, 2a y 2b mientras que el VX-222 solo inhibia el genotipo
la (361)

- Setrobuvir (ANA598, RG7790).

Inhibidor del sitio 3 de la polimerasa. Los ensayos en fase Ilb (275
pacientes naive y pretratados infectados por el genotipo 1) confirmaron
primero, una respuesta antiviral potente, tanto en respondedores parciales y no
respondedores como en naive, en segundo lugar, un buen perfil de seguridad y
por dltimo una alta barrera genética para el desarrollo de resistencias al
farmaco. Actualmente esta en desarrollo un nuevo estudio sin PegIFN llamado
ANNAPUARN, en el cual se incluiran pacientes de genotipo 1 y se combinara
setrobuvir + danoprevir potenciado con Ritonavir + RBV con/sin mericitabina

para evaluar RVS a semana 12.
IV) Inhibidores de NS5A

Se trata de una nueva familia de antivirales que actlan inhibiendo la
proteina NS5A. Esta proteina forma parte del complejo de replicacién del VHC,
aunque se desconocen los mecanismos exactos de accion. Los farmacos de
esta familia han demostrado una gran actividad antiviral frente a todos los

genotipos.

- Daclatasvir (Daklinza®).

Ha sido el primer farmaco de este grupo autorizado por la Agencia
Europea del Medicamento en el tratamiento de la hepatitis C cronica. Su
mecanismo de accidn consiste en efectuar una union al dominio 1 de NS5A. En
los ensayos clinicos ha demostrado una potente actividad antiviral frente a
diferentes genotipos del VHC aunque se ha observado una mayor
susceptibilidad al farmaco en los pacientes de genotipo 1b frente a los 1a (362).
Recientemente se han presentado los datos de diversos estudios en los que se
ha combinado el inhibidor con otros AAD sin PeglFN (363, 364, 365). En el
estudio Al444-04 donde se testaban diversas combinaciones con sofosbuvir

con y sin RBV y sin PegIFN las tasas de RVS a las 4 semanas post tratamiento
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fueron del 100% en pacientes naive genotipo 1 (indiferentemente de la
presencia o no de RBV) y 88-100% en pacientes naive genotipo 2 0 genotipo 3
en terapia sin RBV mientras que en esa misma poblacion administrado junto
con RBV la RVS a las 4 semanas de finalizar el tratamiento fue del 86%.
Combinado con asunaprevir y BMS-791325 (TRIPLE DAA) las tasas llegaron
hasta un 91% a la semana 4 y 12 post tratamiento. Ademas de en estos
genotipos, también se ha autorizado su uso con el genotipo 4 en combinacion

con peginterferon alfa y ribavirina.

A través de los ensayos clinicos, los tratamientos basados en daclatasvir
han sido generalmente bien tolerados, con tasas bajas de abandono en una
amplia variedad de pacientes. Se han incluido mas de 5.500 pacientes entre
todos los estudios de daclatasvir en marcha o finalizados, en una variedad de

regimenes orales y con el tratamiento estandar actual basado en interferén.

- Ledipasvir (en combinacién con sofosbuvir Harvoni®)

Este farmaco ha sido, hasta la fecha, el dltimo inhibidor de la NS5A
autorizado por la Agencia Europea del Medicamento en el tratamiento de la
hepatitis C crénica. Ha mostrado alta actividad antiviral frente a los genotipos
la y 1b y ademas presenta actividad en presencia de la mutacién S282T, la
Gnica variante hasta ahora conocida que reduce la respuesta a sofosbuvir. (4b,
366). Ledipasvir, al igual que daclatasvir, a pesar de su potente actividad
antiviral, requieren ser administrados en combinacién con otros AAD para evitar
la aparicion de mutaciones que ocasionen resistencias al tratamiento. En
febrero de 2014 se publicaron los resultados del estudio LONESTAR (367), un
ensayo clinico, abierto y aleatorizado, en el que se incluyeron pacientes con
genotipo 1. Un grupo de pacientes englobd a pacientes naive no cirrGticos que
fueron aleatorizados a recibir sofosbuvir y ledipasvir durante ocho semanas con
0 sin RBV, 0 a 12 semanas de tratamiento con sofosbuvir y ledipasvir. Por otro
lado, el grupo restante de pacientes fueron los no respondedores a tratamiento
previo con triple terapia con boceprevir o telaprevir quienes fueron asignados
aleatoriamente a recibir la combinacion de los dos AAD durante 12 semanas
con o sin RBV. Sofosbuvir y ledipasvir fueron administrados en un solo

comprimido que contenia 400 mg y 90 mg, respectivamente (Harvoni®, Gilead)
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en el mercado para uso compasivo desde finales de 2014 (368) y
recientemente autorizado para su comercializacién (4b). Las tasas de RVS12
fueron similares en las dos cohortes de tratamiento. El 95% de los pacientes
naive que recibieron la terapia sin RBV independientemente de la duracion (8 o
12 semanas) presentaron RVS12 y el 100% cuando se administré con RBV. La
misma situacioén ocurrié con la cohorte de no respondedores, el 95% de los que
recibieron terapia sin RBV y el 100% con RBV. Por tanto, la mayoria de los
pacientes respondieron a la terapia independientemente de la presencia o

ausencia de RBV, la presencia o ausencia de cirrosis o la raza.

1.5.5 Pautas de tratamiento con AAD autorizados

Al tratarse de farmacos de reciente autorizacion, su posologia y
administracion junto con otros antivirales que eviten la aparicion de resistencias
y produzcan un efecto sinérgico aun estd en estudio. Recientemente (marzo
2015) el Ministerio de Sanidad ha publicado el documento “Plan estratégico
para el abordaje de la hepatitis C en el Sistema Nacional de Salud” donde se
especifica la guia a seguir en el uso de los nuevos AAD. En ella se aconsejan
tratar con distintas combinaciones, segun el genotipo, a todos los pacientes con
fibrosis en grado F2, F3 y F4. De acuerdo con los datos aportados por las
Comunidades Auténomas, serian 51.964 pacientes de un total de 95.524
diagnosticados los que recibirdn tratamiento con los nuevos AAD (385b). En
este punto, los expertos recomiendan tratar con los nuevos antivirales a
pacientes tanto monoinfectados como coinfectados con el VIH. Dentro de ellos,

se prioriza el tratamiento en los siguientes grupos de pacientes:

-Pacientes con fibrosis hepatica significativa (F2 a F4) con independencia de la

existencia o no de complicaciones previas a la hepatopatia.

-Pacientes en lista de espera de trasplante hepatico o trasplantados (hepaticos
gue hayan vuelto a infectarse y no hepaticos con hepatitis C).

-Pacientes que no hayan respondido a la triple terapia con inhibidores de la
proteasa de primera generacion (boceprevir y telaprevir).
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-Pacientes con hepatitis C con manifestaciones extrahepaticas clinicamente
relevantes del virus de la hepatitis C, sea cual sea el grado de fibrosis.

-En cualquier caso, y también con independencia del grado de fibrosis, se debe
indicar el tratamiento en pacientes con elevado riesgo de trasmision y mujeres

en edad fértil que deseen un embarazo.

En el resto de casos se prioriza el uso de la terapia convencional o de
la combinacion de esta con los inhibidores de la proteasa boceprevir, telaprevir
o simeprevir. Para la puesta en practica de este plan, se ha establecido un
techo de gasto de 727 millones de euros, a pagar en tres afos, lo que garantiza
gue los servicios de salud puedan asegurar el acceso a estos medicamentos a
los pacientes a los que se los prescriban los hepatélogos en base a los criterios

incluidos en el Plan.

A continuacion se enumeran las recomendaciones terapéuticas para
los diferentes grupos poblacionales en funcion del genotipo infectante o de las
comorbilidades del paciente. Estas recomendaciones (206b, 385b) se han
efectuado basadndose en las mejores tasas de RVS obtenidas en los ensayos
clinicos llevados a cabo por los diferentes farmacéuticos responsables del
desarrollo de los nuevos antivirales: Boehringer Ingelheim, Bristol-Myers
Squibb, Gilead Sciences, Janssen, Merck Sharp & Dohme, Novartis y Roche y
tienen la opinién positiva por parte de la EMA. Se presentan en tres categorias
(opciones) en razén de la evidencia cientifica obtenida en los ensayos
terapéuticos y en algunos estudios en practica clinica. Si los estudios eran fase
3 0 basados en amplias cohortes de vida real y el nivel de eficacia alta se han
incluido como primera opcién. En algunas recomendaciones, sin embargo, se
sugieren como primera opcién pautas basadas en estudios de fase 2 (dada la

ausencia de mas datos).

1.5.5.1 Pacientes con Genotipo 1

Las recomendaciones para el tratamiento de estos pacientes se dividen

en dos opciones segun si se combinan o no con interferon:
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Tratamiento basado en interferon

Sensibilidad TOMA DE

* Naives * Disfuncién hepatica (Alb<3,5 g/dl)
* RVR * Comorbilidades graves: |. Cardiaca, |.
« IL28BCC Respiratoria, |. Renal. Trasplante de

organos solidos.
* Enfermedades autoinmunes.

* Ausencia de cirrosis

* Epilepsia.
* Trastornos psiquidtricos: Depresion mayaor,
esquizofrenia, trastorno bipalar.

* Trastornos Hematoldgicos: Anemia,
trombocitopenia.

Figura 1.14 - Contraindicaciones a tratamientos basados en interferén

) Primera opcion:

e Sofosbuvir/ledipasvir durante 12 semanas. En pacientes
con cirrosis, sofosbuvir/ledipasvir y afadir ribavirina. En
pacientes sin cirrosis y con factores predictivos de
respuesta favorables el tratamiento con
sofosbuvir/ledipasvir durante ocho semanas ofrece
resultados similares. (4b, 5, 6, 369, 371, 372)

e Paritaprevir/r, dasabuvir, ombitasvir durante 12 semanas
(G1b). En pacientes con Gla y en pacientes con Ccirrosis
(independientemente del subtipo) paritaprevir/r, dasabuvir,
ombitasvir y ribavirina durante 12 semanas. (5b, 373,
374,375)

e Sofosbuvir y simeprevir (con o sin ribavirina) durante 12
semanas.(5, 206b)

1)) Segunda opcion
e Sofosbuvir y daclatasvir (con o sin ribavirina) durante 12
semanas. (370)
e PeglFN + ribavirina (PR) y sofosbuvir durante 12

semanas.(206b)
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11)) Tercera opcion
e PeglFN + ribavirina y Simeprevir durante 24 semanas. En
pacientes con ARN detectable en la semana 4 se

recomienda interrumpir el tratamiento (385b).

Los pacientes infectados con el genotipo 1 que han sido expuestos a un
tratamiento previo con PeglFN + ribavirina pueden ser tratados con pautas que
contengan Interferén o libres de Interferon. En pacientes no respondedores, las

pautas aplicables pueden ser las mismas que en pacientes naive.

Tratamiento basado en interferén: Se ha demostrado util en pacientes que
presentaron una recidiva después de un tratamiento previo con PR, con tasas
de RVS del 80% (375b). En el andlisis de subgrupos merece la pena remarcar
que la RVS fue del 75% en pacientes Gla con la mutacién Q80K, mientras que
en el resto de pacientes alcanzo el 90%.
V) Opciones desaconsejadas

e PeglFN + RBV

e PeglFN + RBV + boceprevir

e PeglFN + RBV + telaprevir

e sofosbuvir + RBV

1.5.5.2 Pacientes con Genotipo 2

El genotipo 2 es responsable de un 9-10% de los casos de
VHC mundial (16 millones de personas) principalmente circunscrito en
Corea, Venezuela y Colombia. En este genotipo, el tratamiento de
PeglFN+ RBV durante 24 semanas ha sido el recomendado hasta ahora
con unos resultados aceptables pero con los problemas ya mencionados

de reacciones adversas.

Por ello, la EASL y la Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado
(AEEH) han efectuado recomendaciones para tratamiento del VHC
genotipo 2 con AADs:

e En los pacientes naive y recaedores a interferon y ribavirina

la pauta de elecciébn es la combinacion de sofosbuvir y

95



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] FIliteLeely

ribavirina durante 12 semanas, y si el paciente tiene cirrosis
16 semanas. (376, 377)

e En los pacientes no respondedores a interferon y ribavirina
o a sofosbuvir y ribavirina, se recomienda la combinacién
de sofosbuvir, interferon pegilado y ribavirina durante 12
semanas o0 sofosbuvir con ribavirina durante 16-24

semanas.

1.5.5.3 Pacientes con Genotipo 3

Como ya se ha mencionado previamente, la hepatitis C genotipo 3 se
asocia a una mas rapida progresion de la fibrosis y a una menor
supervivencia. Para este genotipo hay recomendaciones especificas para

pacientes naive y pacientes pretratados

) Pacientes naive: En este grupo de pacientes las

recomendaciones son las mismas indistintamente de si el
paciente padece o no cirrosis. Solo se distingue en funcion de

Si son 0 no aptos para ser tratados con interferén:

e sofosbuvir con interferén y ribavirina durante 12 semanas.

e sofosbuvir con ribavirina 24 semanas.

e sofosbuvir con Daclatasvir, 12 semanas. Esta pauta no se
recomienda en los pacientes cirréticos.

e sofosbuvir/ledipasvir con ribavirina durante 12 semanas.

1)} Pacientes recaedores o no_respondedores (incluyendo no

respuesta a sofosbuvir y ribavirina) (378, 379):
¢ sofosbuvir con interferdn y ribavirina durante 12 semanas.
e sofosbuvir + daclatasvir 12 semanas (en cirroticos se
recomienda alargar a 24 semanas o afiadir ribavirina).

o sofosbuvir/ledipasvir con ribavirina durante 12 semanas
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1554 Pacientes con Genotipo 4

La prevalencia del genotipo 4 en Europa esta aumentando (en Espafia
ya esta por encima del 10%), este incremento se debe a numeroso factores,
uno de ellos es el descenso en la prevalencia del genotipo 1 debido a que
cada vez mas pacientes son tratados. El tratamiento convencional de
interferon y ribavirina frente a este genotipo presentaba unos pobres
resultados de RVS (en torno al 50%). Sin embargo, al igual que sucede con
el genotipo 3, el nidmero de estudios clinicos llevados a cabo con
tratamientos frente a VHC genotipo 4 son escasos en comparacion con los

llevados a cabo frente al genotipo 1.

) En pacientes naive y recaedores:

- Primera opcion:
e Sofosbuvir/ledipasvir durante 12 semanas.
e Paritaprevir/r + ombitasvir + ribavirina durante 12 semanas
en no cirréticos (24 semanas en cirroéticos). (5b, 6, 368, 381)
e Sofosbuvir + ribavirina durante 24 semanas. (378, 381)
- Segunda opcion:
e Sofosbuvir + simeprevir durante 12 semanas, aungque solo
existen escasos resultados obtenidos en préctica clinica.
e Sofosbuvir + PegIFN + ribavirina durante 12 semanas.
e Sofosbuvir + daclatasvir 12 semanas (en no cirréticos) y 24
semanas (en cirréticos) (380).
- Tercera opcion:
o Simeprevir + PeglFN + ribavirina durante 24-48 semanas.

e Daclatasvir + PeglFN + ribavirina durante 24 semanas.

1)) En los pacientes no respondedores a PR:

- Primera opcién:
e Sofosbuvir/ledipasvir durante 12 semanas.

e Paritaprevir/r + ombitasvir + ribavirina durante 12 semanas

en no cirréticos.

- Segunda opcion:
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e Sofosbuvir con ribavirina durante 24 semanas.
e Sofosbuvir + daclatasvir 12 semanas (en no cirroticos) y 24

semanas (en cirroticos).

- Tercera opcion:

e Sofosbuvir + simeprevir durante 12 semanas.

1.5.5.5 Pacientes con Genotipo 506

El VHC genotipo 5 afecta a un 1% de la poblacion infectada mundial
mientras que el 6 a un 5% (unos nueve millones de personas) de los
infectados globales. Las recomendaciones de la EASL para el tratamiento de
ambos genotipos son iguales:

e Combinacion de sofosbuvir + PR 12 semanas. (379)
e Pacientes intolerantes o inelegibles para tratamiento con
interferbn pueden ser tratados con RBV + sofosbuvir 24

semanas.

Indicaciones generales

Las indicaciones generales para el tratamiento de la hepatitis crénica
por virus C estan descritas por la Conferencia de Consenso de la NIH (National
Institutes of Health), sustentado por las guias de tratamiento de la American
Association for the Study of Liver Diseases (382), de la American
Gastroenterological Association (383) y de la Espafiola (206b, 384, 385). Es el
paciente que ha cumplido 18 afios, con deseo de ser tratado y sin
contraindicaciones del tratamiento, que presenta niveles detectables de ARN-
VHC séricos con evidencia de hepatitis cronica (por elevacion de los niveles de
ALT o por la presencia de actividad necroinflamatoria considerable y fibrosis en
la biopsia hepatica). Ante el creciente arsenal de medicamentos autorizados y
en investigacion para el tratamiento de pacientes con esta patologia, la propia
variabilidad de situaciones clinicas a las que se enfrentan los clinicos, asi como
la dificultad de abordar de manera inmediata el tratamiento de todos los
pacientes, se ha procedido a establecer una estrategia y ordenamiento en el
acceso a estos nuevos medicamentos. Dicha estrategia promovida por el
Ministerio de Sanidad, y que serd sometida a revisiones semestrales, prioriza

(a fecha 19 de abril de 2015) el uso de los nuevos medicamentos en pacientes
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con fibrosis hepética significativa (F2-F4) asi como en todos los enfermos en el

entorno del trasplante hepatico (lista de espera y trasplantados) (385b).

Mas alla de prioridades, se hace una indicacion de aquellos pacientes

especificamente candidatos a terapia frente a VHC:

e Todos los pacientes con hepatitis cronica C, monoinfectados o

coinfectados con el VIH, naive.

e Todos los pacientes con una hepatitis cronica C, monoinfectados o
coinfectados con el VIH, que no han respondido a un tratamiento
antiviral previo (independientemente del tipo recibido) deben ser

revaluados como candidatos a un nuevo tratamiento antiviral.

e Los grupos de pacientes prioritarios para el tratamiento con antivirales

orales de accion directa incluyen:

o Pacientes con una fibrosis hepatica avanzada (F2-F4),
independientemente de la existencia o0 no de complicaciones

previas de la hepatopatia.

o Pacientes en lista de espera de trasplante hepatico /
trasplantados hepéticos con recidiva de la infeccion en el injerto
hepatico, independientemente de la existencia o no de

complicaciones y del estadio de fibrosis.

o Pacientes que no han respondido a triple terapia con inhibidores

de la proteasa de primera generacion.

o Pacientes trasplantados no hepaticos con una hepatitis C,

independiente del estadio de fibrosis hepatica.

o Pacientes con hepatitis C con manifestaciones extrahepaticas
clinicamente relevantes del VHC, independiente del estadio de

fibrosis hepatica.

En todos estos pacientes, salvo situaciones excepcionales, el régimen

terapéutico elegido debe ser libre de interferén. Igualmente se indica que en los
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pacientes con fibrosis FO-F1, el tratamiento se puede diferir y considerar su
indicacién individualmente. Estos pacientes deberan monitorizarse de manera
estrecha y tratarse si se producen cambios relevantes en su evolucion o en la

progresion de su enfermedad.

Por otro lado, existen recomendaciones especificas de tratamiento (con
independencia del grado de fibrosis) para aquellos pacientes con riesgo
elevado de trasmision de la infeccion como lo son las mujeres en edad fértil con

deseo de embarazo.

Asi mismo se han establecido unas normas generales de la terapia con
antivirales orales libre de interferén. En primer lugar, la duracion recomendada
del tratamiento en los pacientes sometidos a regimenes libres de interferén con
dos o mas antivirales orales es por lo general de 12 semanas, en funcion
del medicamento utilizado. Ocasionalmente, la duracién del tratamiento podra
ser superior o inferior a 12 semanas. Por ultimo, se recomienda la adicion de
RBV al régimen terapéutico establecido, aunque se debe individualizar en

funcién de las caracteristicas y tolerancia del paciente.

Del mismo modo, se han efectuado recomendaciones especificas en el
uso de los nuevos AAD (1, 5, 6, 206b, 382, 385b), validas para escenarios de
poblaciones especiales, que incluyen pacientes de caracteristicas particulares.
Estos pacientes se encuentran en situaciones clinicas en las que existe
necesidad de tratamiento debido al avanzado estado de la enfermedad y/o alto
riesgo de morbi-mortalidad asociada y no existen alternativas terapéuticas o

bien las existentes no son adecuadas debido a problemas de seguridad.

I) Pacientes en lista de espera de trasplante hepético

Todos los pacientes en lista de espera de trasplante hepatico deben
recibir tratamiento antiviral tan pronto como se incluyan en lista activa de
trasplante con el objetivo de evitar la reinfeccion del injerto y sus
consecuencias negativas sobre la supervivencia del paciente y del injerto. En
estos pacientes esta contraindicado el tratamiento basado en IFN, excepto en
pacientes con funcidon hepatica preservada y sin citopenias significativas. Si se

plantea un tratamiento con IFN en pacientes concretos, existen distintas
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alternativas terapéuticas. Podria valorarse usar Peg/RBV en combinacion con
un inhibidor de proteasa o bien Peg + RBV + sofosbuvir. Las combinaciones
libres de PEG-IFN incluyen:

e Sofosbuvir mas simeprevir con / sin RBV.

e Sofosbuvir mas daclatasvir con / sin RBV.

e Sofosbuvir mas ledipasvir con / sin RBV.

e Paritaprevir/ritonavir, dasabuvir y ombitasvir con RBV.

No se ha establecido la duracién éptima de la terapia, pero el riesgo de
reinfeccidn se minimiza si se consigue que el paciente se trasplante después
de un periodo libre de virus de, al menos, 30 dias. Ademas, es posible una

mejoria de la funcién hepatica que evite o retrase la necesidad de trasplante.

[I) Pacientes trasplantados hepéticos con recidiva de la infeccidn por
VHC

Estos pacientes tienen clara indicacion de tratamiento antiviral debido al
alto riesgo de morbi-mortalidad asociada a la reinfeccion. Los tratamientos
basados en interferdn, particularmente en combinacion con un inhibidor de la
proteasa, tienen en estos pacientes un perfil de seguridad dificilmente
aceptable, existiendo muchos pacientes con contraindicaciones absolutas al
tratamiento. Es dificil establecer la prioridad de un régimen terapéutico sobre
otro debido a la escasez de los datos actualmente disponibles, aunque la
mayoria de las combinaciones ensayadas han demostrado eficacias por
encima del 85% en pacientes con una enfermedad compensada, con excelente
tolerancia. Del mismo modo, no se ha establecido con certeza la necesidad de
RBV o la duracion del régimen antiviral, aunque se tiende a afadir RBV en

pacientes con una enfermedad avanzada.

Los pacientes con cirrosis descompensada son candidatos a recibir
tratamiento antiviral. En estos pacientes, ademas de la RVS, es de extrema
importancia valorar la mejoria de la funcion hepatica Los regimenes

terapéuticos disponibles son:
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- Pacientes genotipo 1:
e Sofosbuvir mas simeprevir con /sin RBV.
e Sofosbuvir mas daclatasvir con /sin RBV.
e Sofosbuvir méas ledipasvir con /sin RBV.
e Paritaprevir/ritonavir, dasabuvir y ombitasvir mas RBV.
- Pacientes genotipo 2:
e Sofosbuvir mas RBV.
- Pacientes genotipo 3:
e Sofosbuvir mas ledipasvir con /sin RBV.
e Sofosbuvir mas daclatasvir con /sin RBV.
- Pacientes genotipo 4:
e Sofosbuvir mas simeprevir con /sin RBV
e Sofosbuvir mas ledipasvir mas RBV
e Paritaprevir/ritonavir y ombitasvir mas RBV.

1) Pacientes cirréticos (F4 en biopsia o Fibroscan = 14.5 kPa,

coinfectados 14kPa):

Debido al avanzado estado de la enfermedad y al alto riesgo de
complicaciones hepaticas, existe necesidad de tratamiento indiscutible y
prioritario. En pacientes coinfectados por VIH y VHC, la enfermedad hepatica
progresa mas rapidamente y tienen un riesgo mayor de evolucion a cirrosis, de
descompensacion y de muerte de causa hepéatica que los pacientes
monoinfectados por VHC. Ademas, la coinfeccion por VHC puede favorecer la
progresion de la infeccion por VIH. La tolerabilidad y seguridad del tratamiento
basado en IFN es mala en estos pacientes (mortalidad cercana al 1% y eventos

adversos graves >50%) y de hecho su uso esta contraindicado en pacientes
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con cirrosis descompensada (EASL 2014). Por ello, el tratamiento debe ser
idéntico al de los pacientes monoinfectados por el VHC prestando especial
atencion al potencial riesgo de interacciones entre los tratamientos frente a

ambas infecciones.

V) Pacientes con contraindicaciones para tratamiento basado en IFN o

tras fracaso al tratamiento con inhibidores de la proteasa

Todos los pacientes en los que haya fracasado la triple terapia basada
en inhibidores de la proteasa de primera generacion, deben recibir un
tratamiento con AADs libre de PegIFN. Para ello, estos serian los regimenes

terapéuticos disponibles:
e Simeprevir mas sofosbuvir con RBV.
e Sofosbuvir mas ledipasvir con RBV.
e Sofosbuvir mas daclatasvir con RBV.

Por el momento no existe informacion contrastada de resultados con
Paritaprevir/ritonavir, dasabuvir por lo que adn no se incluye dentro de las

alternativas terapéuticas para este grupo.

1.5.6 Monitorizacion de pacientes con curacion

virologica

Una vez se establece la RVS, parece claro que ésta se mantiene de
forma prolongada, por lo que si tras 6-12 meses tras la interrupcién del
tratamiento, el ARN del virus se mantiene indetectable, no es necesario realizar
mas comprobaciones. Sin embargo, esta respuesta no confiere inmunidad
frente a una posible reinfeccion por lo que en determinados grupos de riesgo
(varones homosexuales coinfectados con VIH, usuarios de drogas por via
parenteral y pacientes en régimen penitenciario), se debe hacer un seguimiento

activo de tal forma que se monitorice periédicamente del ARN del VHC.
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No se ha descrito ningun reservorio viral por lo que en principio la
posibilidad de reactivacion del VHC en pacientes expuestos a tratamiento
inmunosupresor o quimioterapia tras la RVS se considera baja, si bien no

existen practicamente datos en este sentido.

Sobre el desarrollo de un hepatocarcinoma tras una RVS los datos
disponibles sugieren que en pacientes con fibrosis avanzada (F3) o cirrosis
compensada la RVS atenta pero no anula el riesgo de desarrollo del mismo. A
dia de hoy, el riesgo de desarrollar hepatocarcinoma tras RVS no se puede
determinar con precisién, ya que no existen datos soélidos al respecto, pero
recientes estudios indican que la edad, las plaquetas por debajo de
140.000/mm3, la elevacion de la alfafetoproteina por encima de 20 v,
fundamentalmente, el grado de fibrosis se asocian a un mayor riesgo de
desarrollo del mismo. En definitiva, en ausencia de datos mas robustos, parece
razonable mantener las estrategias de diagndstico precoz del hepatocarcinoma

en pacientes con RVS y fibrosis avanzada.

1.6 Hepatitis Cy trasplante Hepatico

Segun los datos de la Organizacién Nacional de Trasplantes (ONT), el
namero de trasplantes hepaticos en Espafia ha aumentado en los ultimos afios
pasando de 170 en 1989 a 1137 en el 2011, afio en el que se marco la cifra
maxima historica de trasplantes hepaticos. En 2013 se alcanzaron los 1093
trasplantes hepaticos en el estado. En cifras acumuladas, desde 1989 hasta

2013 se han realizado un total de 20877 trasplantes hepaticos en Espafa.

Como ya se ha mencionado, la infeccion crénica por el virus de la
hepatitis C (VHC) supone un importante problema de salud publica. Segun los
altimos datos reportados por la Organizacién Mundial de la Salud (1), mas de
185 millones de personas se hayan infectadas en el mundo de los cuales
350.000 mueren cada afio. En Espafia, segun datos de la misma organizacion,
la prevalencia oscila entre un 1,2 - 1,9 % lo que supone que unas 700.000

personas padecen la infeccidén y se estima que un 70% de ellas sufren hepatitis
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C cronica (HCC). Al cabo de afios, la infeccidén cronica por el VHC se asocia a
una mayor incidencia de progresion a cirrosis hepatica y hepatocarcinoma. En
1991 la proporcidn de trasplantes debidos a complicacion por hepatitis viral se
situaba en un 19,9%, hoy en dia se estima que concretamente la hepatitis C es
la causa de un 30% de los trasplantes hepaticos realizados en Espafa. Esto
equivale a un 7,5% del total de trasplantes de 6rganos del estado. (76,100,
386).

Una causa importante del aumento de trasplantes debidos a hepatitis C,
es la modificacién de los criterios de inclusién en las listas de espera y también
el que actualmente se da prioridad a los pacientes con carcinoma
hepatocelular. Esto se une al incremento de la incidencia de hepatocarcinoma
debido a infeccién por hepatitis C, incremento sustentado en la progresion
propia de la enfermedad en aquellas personas infectadas previamente al
descubrimiento de los mecanismos de transmision de esta infeccion y que hoy
en dia empiezan a manifestarla. Los datos de la Comunidad Autbnoma de

Aragon se muestran en la Figura 1.15 (386).

40
37
34
33 33
32 32 32
28 28
26

1
0 O O oS o M ¥ ;NN O KN 0 O O «=H N ™
O &6 & O 9 © 9 O ©9 © © O 9 «H oA -
o &6 © ©6 © &6 © ©6 © &6 &6 © o o o o
- = AN AN AN N N NN N &N &N &N N N N 9«

Figura 1.15 - Trasplantes hepaticos en Aragon

Aungue la infeccién por el VHC no parece repercutir de forma negativa
sobre la supervivencia del paciente en los primeros meses postrasplante,
existen cada vez mas evidencias del descenso de la supervivencia de estos
individuos a partir del primer afio del trasplante como efecto directo de la

infeccion por el VHC.
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La evolucion tras el trasplante de estos pacientes es muy variable. Hoy
en dia sabemos que la reinfeccién del nuevo injerto por el virus es universal y
se produce de modo muy precoz. Sin embargo, el curso del proceso infeccioso
en el nuevo higado presenta una gran variabilidad, con un espectro que oscila
desde las lesiones de cambios minimos detectados en algunos pacientes,
hasta la presencia de una hepatitis colestasica fibrosante con fallo progresivo
de la funcién hepatica en muy pocos meses. La supervivencia media de estos
pacientes es de 8.5 afios (387), un 56.6% menos que aquellos pacientes no
infectados con el VHC vy trasplantados por otras causas, cuya supervivencia
media es de 15 afios. Ademas, la recidiva de la infeccibn por VHC se ha
convertido en la primera causa de mortalidad a partir del primer afio del
trasplante hepatico en los pacientes trasplantados por cirrosis por VHC. Asi, la
supervivencia de estos pacientes a los cinco afios del trasplante es del 60-70%
frente al 80% en los pacientes trasplantados por otras etiologias (388,389).
Estos porcentajes parecen disminuir progresivamente en los trasplantes
sucesivos, encontrando que la supervivencia media de los pacientes con un

retrasplante por infeccion cronica por VHC, desciende hasta los tres afios.

Del porqué tras la infeccion por el VHC, unos pacientes evolucionan
lentamente mientras otros presentan lesiones graves en poco tiempo, poco se
sabe. Hasta ahora se han analizado tanto factores dependientes del paciente
como factores dependientes del virus. En cuanto al comportamiento del virus
tras el trasplante, sabemos que la principal fuente de reinfeccion es el propio
paciente. En la mayoria de pacientes la viremia nunca llega a negativizarse y
se incrementa de modo considerable después del trasplante, alcanzando en
poco tiempo niveles mucho mas altos que los detectados antes de la
intervencion quirdrgica. Sin embargo, este incremento tan llamativo de los
niveles de viremia no se correlaciona con un incremento de la replicacion viral
en el tejido hepatico. Esto podria ser debido a una disminucion en el
aclaramiento del virus, debido al menos en parte, al tratamiento
inmunosupresor (390). Existen estudios que correlacionan la evolucion de las
cuasiespecies del VHC antes y después del trasplante en el curso evolutivo de

la reinfeccion (391).
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La terapia antiviral, en particular el tratamiento con IFN-alfa y ribavirina,
se ha mostrado eficaz unicamente en el 15-20 % de los individuos con recidiva
de la infeccién por VHC (392-397), por lo que el resto de pacientes que no
toleraban el tratamiento, no responden al mismo, estaban abocados a una
evolucién més rapida y agresiva de una enfermedad cuyo Unico tratamiento en
los estadios finales seria el retrasplante hepatico, con las dudas éticas y

elevada morbi-mortalidad que el mismo conlleva (398-400).

Hoy en dia, con los nuevos farmacos desarrollados, se ha
evolucionado enormemente a la hora de implantar una terapéutica frente a la
infeccidn en pacientes previa a la realizacion de un trasplante hepatico. En este
sentido se deben tener claros los dos objetivos que se buscan. Por un lado el
llegar al momento del trasplante con una carga viral indetectable a fin de
minimizar los riesgos de reinfeccién del injerto, y por otro, mejorar la funcion
hepatica hasta el punto de poder evitar el trasplante. En este sentido, las
sociedades cientificas recomiendan el tratamiento antiviral a todos los
pacientes VHC+ en lista de espera de trasplante hepatico pero en cualquier
caso, el hallarse en medio de un régimen de tratamiento no es motivo para
retrasar dicho trasplante si el paciente presenta una funcion hepatica muy
deteriorada. En cuanto a la seleccion del tratamiento, salvo en pacientes con
indicacion de trasplante hepatico por hepatitis C crénica, con buena funcion
hepéatica (Clase A de Child-Pugh) y ausencia de hipertensién portal e
hiperesplenismo significativo, no deben utilizarse pautas que contengan

interferon.

Todos los estudios llevados a cabo hasta la fecha indican que el
sofosbuvir, gracias a su alta barrera genética a las resistencias, sera el antiviral
de accidon directa de eleccion para combinar con otros farmacos en estos
pacientes. Aunque hay pocos datos, parece ser que la combinacién de
sofosbuvir con simeprevir (salvo en pacientes Child C), daclastavir o ledipasvir
parecen ser seguras y eficaces en los pacientes a los que nos referimos, tanto
compensados como descompensados. A falta de mas datos parece
conveniente maximizar la pauta de tratamiento utilizada (mayor duracion y uso

de RBV) siempre que no se comprometa la seguridad, con ello se busca que el
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paciente persista 30 dias 0 més con carga viral indetectable antes de llegar al
trasplante (nivel de evidencia Al) (401).

Una vez llevado a cabo el trasplante, el tratamiento de la infeccion esta
indicado en todos los pacientes VHC+ (402). En todos los casos el tratamiento
debe basarse en una pauta libre de interferon como las indicadas
combinaciones de sofosbuvir con simeprevir, daclatasvir o ledipasvir (siguiendo

las indicaciones para cada genotipo).

Con el objeto de conocer posibles factores asociados a desechar un
higado para el trasplante, una vez realizada la extraccion del mismo, se
realizan estudios pormenorizados de las variables que podian estar asociadas
a esta eventualidad. La principal causa de no implante en el afio 2012 (403) fue
el higado patologico (91%), siendo las causas mas frecuentes la esteatosis y el
aspecto macroscoépico. La siguiente causa en frecuencia de descarte del
organo fue la patologia sistémica (tumoral o infecciosa) en el 6% de los casos.
Si bien la presencia de infeccion por VHC en el donante contraindicaria el
trasplante, existen dos situaciones en las que el mismo podria llevarse a cabo.
La primera de estas situaciones seria en el caso de que el receptor del érgano
o tejido padeciera una infeccién actual por el mismo genotipo del virus, la
segunda situacion en la que se obviaria la infeccién en el donante seria en el
caso de la existencia de un consentimiento previo informado (404).En cuanto a
las variables relacionadas con la no admision de un higado para su implante,
las que han demostrado tener un impacto real sobre la viabilidad de los
higados extraidos son uUnicamente edad del donante, la ECO hepatica

patolégica y el alcoholismo (403).
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2.-OBJETIVOS
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En 1999 aparecio publicado el primer trabajo sobre el equipo de segunda
generacion para la deteccion de antigeno del core de VHC. Este equipo ha sido
evaluado en diversas poblaciones con fines diagnosticos o de cribado. Nos
hemos planteado analizar la utilidad del equipo de segunda generacion para la
deteccién de la antigenemia de VHC en pacientes o situaciones complejas,
para conocer sus prestaciones con mayor profundidad. En este sentido

nuestros objetivos han sido:

1. Analizar la utilidad del nuevo equipo en el cribado rutinario de la
infeccion por virus de la hepatitis C.

2. Analizar la utilidad de este método en situaciones de urgencia como la
donacién de 6rganos o los pacientes hemodializados.

3. Evaluar las limitaciones de la técnica, especialmente en los aspectos
relacionados con su sensibilidad, y especificidad, con los resultados en

Zona Gris y con los falsos positivos y negativos.
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3.- MATERIAL

Y METODOS
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3.1 PACIENTES

Se estudiaron 952 sueros de 655 pacientes, seleccionados entre los
remitidos al Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario “Lozano
Blesa” de Zaragoza para analisis de marcadores de hepatitis C. El periodo de
estudio comprende cinco afios, desde octubre 2009 hasta septiembre de 2014.
Todas las muestras fueron divididas en alicuotas y conservadas a -80°C en

nuestra seroteca hasta el momento del estudio que nos ocupa.
Las muestras pueden clasificarse en diferentes grupos:

Grupo 1. Es el grupo en el que se ha englobado el conjunto de
pacientes estudiados, formado por 952 sueros de 655 pacientes. Los
parametros de inclusion fueron el considerarse muestras de urgencia
(pacientes incluidos en algun programa de trasplantes, accidentes laborales
con material biocontaminado), formar parte de grupos poblacionales con
alteraciones del sistema inmune (pacientes hemodializados, pacientes VIH),
haber sido diagnosticados previamente de la infeccion , sufrir algan tipo de
factor de riesgo (pacientes internos en una prision, adictos o exadictos a drogas
por via parenteral, padecer cirrosis hepatica) o presentar cargas virales bajas

(inferiores a 10°UI/mL) en el momento del analisis.

En todas las muestras se determiné Ag VHC y Anti-VHC (con posterior
confirmacion mediante LIA). Ademas, a 171 muestras de 158 pacientes se les

realiz6 una cuantificacion del ARN VHC mediante PCR en tiempo real.
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Paralelamente se evaluaron los resultados analiticos y especificamente los

correspondientes a las transaminasas.

Grupo 2. Formado por 391 sueros de 183 pacientes hemodializados. En
las unidades de hemodidlisis, las enfermedades infecciosas, especialmente las
que se transmiten a traves de la via hematica representan un grave problema
por la gran facilidad de propagacidén que presentan, tanto entre los pacientes,
como entre el personal sanitario. La insuficiencia renal cronica (IRC), es aquella
situacion patoldogica en la que se produce un fracaso global de todas las
funciones renales, poniendo en peligro la vida del paciente a menos que se
establezca una sustitucion de estas funciones mediante técnicas de depuracion
extrarenal como la hemodialisis, la dialisis peritoneal u otras técnicas. Debido a
las caracteristicas propias de la enfermedad, los pacientes pueden
considerarse como inmunodeficientes. En el contexto de dicha situacion, las
enfermedades infecciosas pueden tener consecuencias graves o incluso fatales

en la evoluciéon de su enfermedad.

En todas las muestras se determiné Ag VHC y Anti-VHC (con posterior
confirmacion mediante LIA), ademas, a 11 muestras de ocho pacientes se les
realiz6 una cuantificacion del ARN VHC mediante PCR en tiempo real.

Grupo 3. Formado por 315 sueros de 257 pacientes implicados en algun
programa de trasplante (tanto posibles donantes como posibles receptores),
principalmente hepético. Rutinariamente se hace una determinacion de Ag
VHC y Anti-VHC a aquellos pacientes que se someten a evaluacion pre

trasplante, a trasplante inmediato y seguimiento post-trasplante.

En todas las muestras se determind Ag VHC y Anti-VHC (con posterior
confirmacién mediante LIA), ademas, a 25 muestras de 24 pacientes se les
realiz0 una cuantificacion del ARN VHC mediante PCR en tiempo real.
Paralelamente se evaluaron los resultados analiticos y especificamente los

correspondientes a las transaminasas.

En todas las muestras se determind Ag VHC y Anti-VHC (con posterior
confirmacion mediante LIA), ademas, a 45 sueros de 31 pacientes se les

realiz6 una cuantificacion del ARN VHC mediante PCR en tiempo real.
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Paralelamente se evaluaron los resultados analiticos y especificamente los
correspondientes a las transaminasas a fin de hallar una correlacion (si

existiera) entre la hipertransaminasemia y los valores del Ag VHC.

Las citadas determinaciones en cada uno de los grupos, se llevaron a
cabo mediante un EIA de tercera generacion para Ag VHC y Anti-VHC (CMIA,
Architect ® Abbott Diagnostics©, Wiesbaden, Alemania). En el caso de Anti-
VHC se realiz6 confirmacion mediante line-inmunoblot assay (Inno-LIA™,
Innogenetics®, Gante, Bélgica). La PCR en tiempo real se realiz6 mediante el

equipo Cobas® AmpliPrep/ Cobas® Tagman® para VHC de la empresa Roche.

En la Tabla M.1 se detallan los grupos de pacientes estudiados:

Tabla M.1
Poblaciones evaluadas
Grupo estudio N° sueros N° Pacientes*
1 Conjunto estudio 952 655
2 Hemodidlisis 391 183
3 Programa Trasplantes 315 257

*Algunos pacientes estan incluidos en mas de un grupo

3.2 TECNICAS

3.2.1 Deteccién cuantitativa de antigeno del core del VHC

Se realizé mediante el equipo comercializado Architect® 2000iSR de
Abbott (Abbott Diagnostics©, Wiesbaden, Alemania). El ensayo Architect Ag
VHC es un CMIA (Chemiluminiscent Microparticle Immunoassay) cuantitativo
que utiliza microparticulas recubiertas por anticuerpos monoclonales Anti-VHC

para la deteccion del Ag del core de VHC en suero y plasma.
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Figura M.1 - Dispositivo Architect® 2000iSR

3.2.1.1Fundamento y procedimiento

El ensayo Architect Ag VHC es un inmunoensayo de
quimioluminiscencia (CMIA). El formato del ensayo consta de dos pasos y
emplea etapas de lavado en el que se aisla y se lava el complejo sandwich
para quitar el exceso del reactivo marcado no unido y cualquier otra sustancia
que interfiera. El formato no competitivo de dos pasos generalmente ofrece una

elevada especificidad y sensibilidad de ensayo.

Los compuestos quimioluminiscentes son distintos de los
marcados radioactivos, fluorescentes, y enziméaticos. Un marcador
guimioluminiscente produce luz cuando se combina con un reactivo
“trigger”. Aunque muchos instrumentos en el laboratorio clinico se basan en la
tecnologia quimioluminiscente, el tipo especifico de marcador varia y a
menudo esta patentado, y por ello puede variar el proceso. En el caso de
Abbott ARCHITECT® (Abbott Diagnostics©, Wiesbaden, Alemania) el
marcador es un derivado de acridina patentado. Este marcador produce
una alta emision de luz, y por consiguiente alta sensibilidad (es mas facil

medir una gran concentracion de luz).

3.2.1.2Reactivos

Una vez abiertos los reactivos son utilizables hasta 15 dias almacenados

a 2-8°C (en su defecto, hasta su fecha de caducidad).
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Microparticulas: microparticulas paramagnéticas recubiertas por
anticuerpos monoclonales murinos Anti-VHC.

Conjugado: anticuerpos murinos monoclonales Anti-VHC
marcados con acridina.

Reactivos de pre-tratamiento 1y 2

Diluyente especifico del ensayo.

Diluyente de la muestra

Solucion Trigger (contiene hidroxido soédico) y pre-Trigger
(contiene peroxido de hidrégeno)

Tampon de lavado

3.2.1.3Muestras

Se puede usar suero o plasma (EDTA, heparina, citrato sédico, CPD) sin

restos celulares. Las muestras pueden almacenarse hasta 5 dias a 2-8 °C. Si la

determinacion se va a retrasar mas de cinco dias debe almacenarse el plasma

0 suero aislado a -20° o menos. Evitar mas de dos ciclos de congelacion-

descongelacion.

3.2.1.4Controles de calidad

Deben realizarse los controles una vez cada 24 horas.

Los valores de los controles del Architect Ag VHC deben estar
dentro de los rangos de referencia especificados en el lote. Si uno
de los controles esta fuera de su rango de referencia las pruebas
asociadas a éste no seran validas y deberan ser repetidas (se nos

indicara que recalibremos de nuevo el equipo).

3.2.1.5Interpretacion de los resultados

Las muestras con valores < 3,00 fmol/L se consideran negativas a
Ag VHC.

Las muestras con valores = 3 fmol/L se consideran positivas a Ag
VHC

Las muestras con valores = 3 fmol/L y < 10 fmol/mL se consideran

indeterminados por lo que se repiten por duplicado. Se
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consideraran positivas aquéllas muestras con valores >3 fmol/L
en uno o ambos duplicados y negativas si ambos duplicados

fueron < 3 fmol/L.

En la nota de correccion de producto de 20 de noviembre de 2009, el

fabricante hace dos recomendaciones:

1. Procesar las técnicas de Ag VHC y Anti-VHC en autoanalizadores
diferentes o, en caso contrario, realizar el Ag VHC de forma separada,
tras haber realizado las operaciones de mantenimiento, para evitar un
fendmeno de arrastre que pudiera provocar incrementos en el valor de
Ag VHC de aproximadamente 4 fmol/L, cuando esta prueba se realiza
inmediatamente después de una determinacion de Anti-VHC con
resultado positivo.

2. Repetir por duplicado las muestras con concentraciones entre 3 y 15
fmol/L.

Nosotros hemos seguido esta segunda recomendacion, pero considerado Zona

Gris los valores repetidamente positivos entre 3 'y 10 fmol/L.

3.2.2 Deteccion cuantitativa del ARN del VHC

Se realiz6 mediante el equipo de PCR a tiempo real (RT-PCR)
comercializado por Roche Cobas®AmpliPrep/Cobas® Tagman® VHC test. Se
trata de una técnica de amplificacion in vitro de acidos nucleicos para la
determinacion cuantitativa de ARN del virus de la hepatitis C en suero o plasma
humano usando el Cobas® AmpliPrep para el procesamiento automatizado de
las muestras y el analizador Cobas® Tagman®.

3.2.2.1Fundamento

El equipo Cobas®AmpliPrep/Cobas® Tagman® VHC se basa en tres
procesos principales: En primer lugar se prepara la muestra para aislar el ARN
de VHC; en segundo lugar se lleva a cabo una transcripcion inversa de la hebra

de ARN para generar otra de ADN complementario (cDNA); en tercer y ultimo

117



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] FVEGEERAVECS

lugar simultaneamente se produce una amplificacion de la hebra de cDNA y
una deteccion de las sondas de oligonucleétidos marcados de secuencia

complementaria a dicha hebra.

El Cobas®AmpliPrep/Cobas® Tagman® utiliza transcripcion inversa y
primers de amplificacion para PCR dirigidos a las secuencias méas conservadas
de la region 5'UT del genoma de VHC. La secuencia de nucledétidos de los
primers ha sido optimizada de tal forma que no se den diferencias entre los

diferentes genotipos.

1. Preparacion:

Esta técnica precisa no menos de 850 ul de plasma o suero para poder
llevarse a cabo. Las particulas del virus VHC son lisadas mediante una
incubacion a elevada temperatura con un agente proteolitico y
caotropico, que libera los acidos nucleicos y protege el ARN del VHC de
las ARN-asas presentes en el suero o plasma.

Junto con la muestra, se introduce un agente proteolitico y caotrépico v,
ademas también particulas magnéticas, asi como una cantidad
determinada de QS del VHC. El QS del VHC es un transcrito de ARN no
infeccioso que contiene secuencias del VHC con los mismos sitios de
unién al iniciador que el ARN objetivo del VHC y una region exclusiva de
unién a la sonda que permite distinguir el amplicén del QS del VHC del
amplicon del VHC objetivo (el QS del VHC compensa los efectos de
inhibicién y controla los procesos de preparacion y amplificacion para
permitir una determinaciéon cuantitativa mas exacta del ARN presente en
cada muestra). La mezcla es incubada y el ARN de VHC y el ARN del
QS del VHC guedaran unidos a la superficie particulas magnéticas. Asi,
al realizar un lavado de las particulas magnéticas el resto de sustancias
no unidas a éstas, como pueden ser sales, diversas proteinas u otros

restos celulares resultaran eliminados.

A continuacion los acidos nucleicos adsorbidos son eluidos de las perlas
a temperatura elevada mediante una solucion acuosa. Entonces las

particulas magnéticas, junto con el ARN VHC y el ARN VHC QS se
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introduce en el Cobas® Tagman®, se lleva a cabo la mezcla de
amplificacion. Ahi, como ya hemos dicho, se produciré la transcripcion,
amplificacion y deteccion simultanea de las secuencias mediante la
escision de una sonda oligonucleétida doblemente marcada especifica
del objetivo y del QS.

Transcripcion inversa y amplificacion:

La transcripcion inversa y la amplificacion se lleva a cabo utilizando una
enzima recombinante termoestable ADN polimerasa de Thermus specie
(Z05). En presencia de manganeso (Mn*?) y bajo condiciones tampén
apropiadas, Z05 presenta tanto actividad de transcriptasa inversa como
de ADN polimerasa. Esto permite que la transcripcion inversa y la
amplificacion mediante PCR puedan ocurrir junto con la deteccion en el

tiempo real del amplicon.
2.1.-Transcripcion inversa

La mezcla de reaccidén se calienta permitiendo que el primer se
una especificamente a las secuencias diana en el ARN viral y en el ARN
QS. En presencia de manganeso (Mn*?) y exceso de desoxinucleétidos
trifosfato (dNTPs, incluyendo desoxiadenosina, desoxiguanosina,
desoxicitidina y deoxiuridina trifosfato) la polimerasa extiende los
cebadores hibridados formando una cadena de DNA complementaria
(cADN) de la secuencia de ARN diana.

2.2.- Amplificacion

Una vez se ha llevado a cabo la transcripcion inversa del VHC
ARN y del VHC ARN QS, el termociclador del Cobas® Tagman®
calienta la mezcla de reaccion de forma que desnaturaliza el hibrido
ARN-cADN dejando la cadena cADN, el ARN vy los cebadores libres.
Entonces se enfria la mezcla y asi los cebadores se unen a la cadena de
ADNA previamente generada. En presencia de manganeso (Mn*?) y
exceso de desoxinucledtidos trifosfato  (dNTPs, incluyendo

desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxicitidina y desoxiuridina
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trifosfato) la polimerasa Z05 extiende los cebadores hibridados formando
una cadena de DNA bicatenario denominada amplicon. EI Cobas®
Tagman® repetirA este proceso un nuamero concreto de ciclos,
pretendiéndose con cada ciclo el doblar la cantidad de ADN amplicon. La
amplificacion sucederd unicamente en la region del ARN VHC incluida

entre los primers, no se amplifica por lo tanto el genoma completo.

Para que esta amplificacion sea selectiva, el Cobas® Tagman®
utiliza la enzima AmpErasa (uracil-N-glucosilasa) y trifosfato de
deoxiuridina (dUTP). La enzima AmpErasa reconoce y cataliza la
destruccion de las cadenas de ADN que contienen deoxiuridina, pero no
del ADN que contiene deoxitimidina. EI ADN natural carece de
deoxiuridina pero sin embargo, ésta esta siempre presente en el
amplicén debido al uso del trifosfato de deoxiuridina como uno de los
dNTP en el reactivo de la mezcla maestra. Por lo tanto, sélo el amplicon
contiene deoxiuridina. La deoxiuridina hace que el amplicon
contaminante sea susceptible de ser destruido por la enzima AmpErasa
antes de la amplificacion del ADN objetivo. Del mismo modo, la enzima
AmpErasa destruye cualquier producto inespecifico que se pueda formar
tras la activacion inicial de la mezcla maestra por el manganeso. La
enzima AmpErasa, que se incluye en el reactivo de la mezcla maestra,
cataliza la escisién del ADN que contiene deoxiuridina en los residuos de
deoxiuridina abriendo la cadena de deoxirribosa en la posicion C1.
Cuando se calienta en el primer paso por el ciclo térmico, la cadena de
ADN del amplicon se rompe en la posicion de la deoxiuridina, lo que
hace que el ADN ya no pueda amplificarse. La enzima AmpErasa
permanece inactiva durante largos periodos de tiempo una vez expuesta
a temperaturas superiores a los 55°C, es decir, durante los pasos del
ciclo térmico y, por consiguiente, no destruye el amplicon diana.
Después de la amplificacién, cualquier enzima residual se desnaturaliza
por la solucion desnaturalizate, evitandose la degradacion del amplicon

diana.
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3. Deteccion de los productos de la PCR

La prueba Cobas®AmpliPrep/Cobas® Tagman® VHC utiliza tecnologia
de PCR en tiempo real. El uso de sondas fluorescentes doblemente
marcadas permite detectar en tiempo real la acumulacién de productos
de la PCR monitorizando la intensidad de emisiébn de los productos
fluorescentes liberados durante el proceso de amplificacion. Las sondas
incluyen sondas oligonucleétidas especificas de VHC y del QS del VHC
con un emisor y un atenuador. En la prueba Cobas®AmpliPrep/Cobas®
Tagman® VHC, las sondas del VHC y del QS del VHC estan marcadas
con distintos emisores. Cuando las sondas estan intactas, la proximidad
del atenuador inhibe la fluorescencia del emisor debido a efectos de
transferencia de energia tipo Forster. Durante la PCR, la sonda hibrida
con una secuencia objetivo y se escinde por la actividad nucleasa 5" a 3’
de la ADN polimerasa Z05 termoestable. Una vez que el emisor y el
atenuador se liberan y separan, cesa la actividad inhibidora y aumenta la
fluorescencia del emisor. La amplificacién del ARN del VHC y el ARN del
QS del VHC se miden de forma independiente a distintas longitudes de
onda. Este proceso se repite durante un nimero de ciclos determinado,
aumentando en cada ciclo la intensidad de emision de cada uno de los
emisores individuales, lo que permite la identificacion independiente del
ARN del VHC y del ARN del QS del VHC. El ciclo de PCR en el que la
curva de crecimiento adquiere forma exponencial esta relacionado con la

cantidad de material de partida presente al inicio de la reacciéon PCR.

4. Cuantificacion

La prueba Cobas®AmpliPrep/Cobas® Tagman® VHC es
inherentemente cuantitativa en un intervalo dinamico muy amplio, ya que
la monitorizacion del amplicon se realiza durante la fase exponencial de
la amplificacion. Cuanto mayor sea la concentracion de VHC en una
muestra, antes se apreciara la fluorescencia del emisor de la sonda del
VHC por encima del nivel de fluorescencia de referencia. Puesto que la
cantidad de ARN del QS del VHC es la misma para todas las muestras,

la fluorescencia del emisor de la sonda del QS del VHC deberia
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aparecer en el mismo ciclo para todas ellas. En muestras en las que la
fluorescencia del QS pueda verse afectada, la concentracion se ajusta
en consonancia. La aparicion de sefiales fluorescentes especificas se
comunica como un valor umbral critico (Ct). EI Ct se define como el
namero de ciclos fraccionales donde la fluorescencia del emisor superé
un umbral predeterminado (el nivel de fluorescencia asignado) y
comienza la fase de crecimiento exponencial de esta sefial. Valores de
Ct mas altos indican una concentracion menor de material objetivo del
VHC inicial. Un aumento al doble del titulo corresponde a una
disminucién de un Ct para el ADN del VHC objetivo, mientras que una
disminucién de 3,3 Ct corresponde a un aumento de 10 veces en el

titulo.

Por lo tanto, el Cobas®AmpliPrep/Cobas® Tagman® cuantifica el
ARN virico del VHC utilizando una segunda secuencia objetivo que se
afiade a una concentracién conocida a cada muestra de la prueba. El
QS del VHC es un transcrito de Armored ARN no infeccioso que
contiene fragmentos de secuencias del VHC con las mismas regiones de
unién al iniciador que la secuencia objetivo del VHC. ElI QS del VHC
genera un producto de amplificacion de la misma longitud y composicién
de bases que el ARN objetivo del VHC. La region de union a la sonda de
deteccion del QS del VHC ha sido modificada para diferenciar el
amplicon del QS del amplicon del VHC objetivo.

Durante la fase de hibridacion de la reaccion PCR, en el analizador, las
muestras se iluminan y excitan con luz filtrada, recogiéndose los datos
de emisién de fluorescencia filtrada correspondientes a cada muestra.
Las lecturas obtenidas para cada muestra se corrigen a continuacion
para compensar las fluctuaciones instrumentales. El instrumento envia
esas lecturas de fluorescencia al software Amplilink, que las almacena
en una base de datos. Se utilizan comprobaciones previas para
determinar si los datos de ARN del VHC y ARN del QS del VHC
constituyen conjuntos validos, generandose avisos cuando los datos

estén fuera de los limites prefijados. Una vez completadas y superadas
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todas las comprobaciones previas, las lecturas de fluorescencia se
procesan para generar valores de Ct para el ARN del VHC y el ARN del
QS del VHC. Se utilizan constantes de calibracion especificas del lote
para calcular la concentracion de las muestras y los controles en base a
los valores Ct obtenidos para el ARN del VHC y el ARN del QS del VHC.
La prueba Cobas®AmpliPrep/Cobas® Tagman® VHC esta
estandarizada frente al primer patron internacional de la OMS para ARN
del virus de la hepatitis C en pruebas de amplificacion de &cidos
nucleicos, los valores de concentracion se comunican en unidades

internacionales (Ul/mL).

3.2.2.2Reactivos

e VHC CSl1-Cassette de reactivo de particulas magnéticas para VHC,
93% isopropanol.
= Conservar entre 2-8 °C
= Una vez usado el reactivo es estable durante 28 dias a
una temperatura comprendida entre 2-8 °C o0 hasta la
fecha de caducidad si esta es anterior a esos 28 dias.
» Puede utilizarse un méaximo de 4 ciclos instrumentales
hasta acumular un maximo de 64 horas totales en el

instrumento Cobas® AmpliPrep.

e VHC CS2-Cassette de reactivo de lisis para VHC: citrato de sodio
dihidratado, tiocianato de guanidina 45%, polidocanol < 14%,
ditiotreitol < 0,9%).

= Conservar entre 2-8 °C

= Una vez usado el reactivo es estable durante 28 dias a
una temperatura comprendida entre 2-8 °C o hasta la
fecha de caducidad si esta es anterior a esos 28 dias.

= Puede utilizarse un maximo de 4 ciclos instrumentales
hasta acumular un maximo de 64 horas totales en el

instrumento Cobas® AmpliPrep.
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VHC CS3-Cassette multireactivo para VHC que contiene:

©)

Pase: tampon Tris, cloruro calcico, acetato de calcio, EDTA
(<0,05%)), glicerol y proteasa (< 7,8%)
EB: Tampon de elucion compuesto por tampon Tris-base,
metilparabén (0,2%).
= Conservar entre 2-8 °C
= Una vez usado el reactivo es estable durante 28 dias a
una temperatura comprendida entre 2-8 °C o hasta la
fecha de caducidad si esta es anterior a esos 28 dias.
» Puede utilizarse un maximo de 4 ciclos instrumentales
hasta acumular un maximo de 64 horas totales en el

instrumento Cobas® AmpliPrep.

VHC CS4-Cassette de reactivo especifico para la prueba de VHC

gue contiene :

o

VHC QS: Patron de determinacion cuantitativa de VHC que se
compone de: Tampoén Tris, EDTA, ARN Poli Ar (sintético,
<0,002%), fragmento ARN VHC delimitado que contiene
secuencias de union al iniciador del VHC y una region
exclusiva de union a la sonda (<0,001%), azida sbédica
(0.05%).

VHC MMX: Mezcla maestra para VHC que se compone de:
Tampoén tricina, acetato potasico, hidroxido potasico, de
dimetilsulféxido (< 20%), glicerol, nucledsidos trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP, dUTP, < 0,004%), iniciadores sentido Yy
antisentido del VHC correspondientes a la regién (UTR) 5° del
VHC(<0,002%), sondas oligonucledtidas fluorescentes
especificas del VHC y del patrén de determinacion cuantitativa
del VHC (<0,001%), aptdmero oligonucledtido (<0,001%), ADN
polimerasa Z05(microbiana) (<0,05%), enzima AmpErase
(uracil-N-glucosilasa) (microbiana) (<0,1%), azida sodica
(0,09%).
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o CAP/CTM Mn*% Soluciéon de manganeso para CAP/CTM
compuesta por: Acetato de manganeso (< 0,5%), acido acético
glacial, azida sédica (0,09%).

= Conservar entre 2-8 °C

= Una vez usado el reactivo es estable durante 28 dias a
una temperatura comprendida entre 2-8 °C o hasta la
fecha de caducidad si esta es anterior a esos 28 dias.

» Puede utilizarse un maximo de 4 ciclos instrumentales
hasta acumular un maximo de 64 horas totales en el

instrumento Cobas® AmpliPrep.

e VHC H (+)C -Control positivo alto de VHC que contiene:

o Fragmento de ARN de VHC protegido que incluye secuencias
del VHC (ARN no infeccioso en el bacteri6fago MS2)
(<0,001%), plasma humano negativo (no reactivo segun
pruebas de anticuerpos frente al VHC, VIH-1/2, antigeno p24
del VIH y HBsAg, ARN del VIH-1, ARN del VHC y ADN del
VHB no detectables mediante métodos de PCR), conservante
Proclin® 300 (0,1%).

= Conservar entre 2-8 °C.
= El control es estable hasta la fecha de caducidad.
= Una vez abierto el envase, debe desecharse cualquier

porcién sobrante.

e VHC L (+)C - Control positivo bajo de VHC gue contiene:
o Fragmento de ARN de VHC protegido que incluye secuencias

del VHC (ARN no infeccioso en el bacteriofago MS2) (<
0,001%), plasma humano negativo (no reactivo segun pruebas
de anticuerpos frente al VHC, VIH-1/2, antigeno p24 del VIH y
HBsAg, ARN del VIH-1, ARN del VHC y ADN del VHB no
detectables mediante métodos de PCR), conservante Proclin®
300 (0,1%).

= Conservar entre 2-8 °C

= El control es estable hasta la fecha de caducidad
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= Una vez abierto el envase, debe desecharse cualquier
porcion sobrante

e CTM (-) C -Control negativo para Cobas® Tagman® que contiene:
o Plasma humano negativo (no reactivo segun pruebas de
anticuerpos frente al VHC, VIH-1/2, antigeno p24 del VIH y
HBsAg, ARN del VIH-1, ARN del VHC y ADN del VHB no
detectables mediante métodos de PCR), conservante Proclin®
300 (0,1%).
= Conservar entre 2-8 °C
= El control es estable hasta la fecha de caducidad
= Una vez abierto el envase, debe desecharse cualquier
porcién sobrante
e Reactivo de lavado Cobas®AmpliPrep/Cobas® Tagman® VHC:
o PG WR contiene: Citrato sodico dihidratado, N-
metilisotiazolona-HCI (< 0,1 %)
= Almacenar a una temperatura comprendida entre 2 y
30°C.
= Es estable hasta la fecha de caducidad indicada.
= Una vez abierto, el reactivo es estable durante 28 dias
a una temperatura comprendida entre 2 y 30 °C o hasta

su fecha de caducidad si ésta es inferior a esos 28 dias.

3.2.2.3Muestras

Suero o plasma humano obtenido con EDTA como anticoagulante
Unicamente. La heparina inhibe la PCR. La realizacion de la prueba en otros
tipos de muestra puede dar lugar a resultados inexactos. La sangre total debe
almacenarse a una temperatura de a 2 a 25 °C durante un tiempo no superior a
seis horas. Debe separarse el suero o el plasma de la sangre entera en las seis
horas posteriores a su recogida mediante centrifugacion a 800-1600 x g
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las muestras de suero o plasma
se pueden almacenar a una temperatura de entre 2 a 8 °C durante un tiempo

maximo de tres dias o congeladas a temperatura de -70°C o inferior. Las
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muestras pueden congelarse-descongelarse hasta dos veces sin que se
produzca pérdida de ARN del VHC.

3.2.2.4Técnica

PRE-AMPLIFICACION
A. Pasos previos

e Si se utilizan muestras congeladas deben dejarse a temperatura
ambiente hasta que se hayan descongelado completamente.

e Una vez descongeladas deben mezclarse en un vortex (de tres a cinco
segundos) antes de usarlas.

e Los controles se deben extraer de su lugar de almacenamiento a
temperatura de 2 a 8 °C, con tiempo suficiente para que se equilibren a

temperatura ambiente antes de usarlos.
B. Mantenimiento y cebado

B.1 El instrumento Cobas® AmpliPrep esta listo para su funcionamiento en
modo stand by.

B.2 Encender la estacion de datos del software AMPLILINK iniciando sesion
en Windows® XP y en el software AMPLILINK (introduciendo los datos
de usuario y contrasefia pertinentes).

B.3 Comprobar el suministro de PG WR en la pantalla “Status” y reponer en
caso necesario.

B.4 Llevar a cabo todas las tareas de mantenimiento indicadas en las
pestana “Due”. El instrumento Cobas® AmpliPrep procedera

automaticamente al cebado del sistema.

C. Carga de cassettes de reactivo

C.1Todos los cassettes de reactivo se deben extraer de su lugar de
almacenamiento a una temperatura comprendida entre 2 y 8 °C para
cargarlos inmediatamente en el instrumento Cobas® AmpliPrep y dejar
gue alcancen el equilibrio a la temperatura ambiente en el instrumento

durante al menos 30 minutos antes de proceder a procesar la primera
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muestra. Debe evitarse que los cassettes de reactivo alcancen la
temperatura ambiente fuera del instrumento, ya que podria formarse

condensacion en las etiquetas de cédigo de barras.

C.2 Se introduce el VHC CS1 en una rejilla de reactivo. VHC CS2. VHC CS3

y VHC CS4 se introducen en otra rejilla de reactivo distinta.

e Se carga la rejilla de reactivo que contiene VHC CS1 en la
posicion de rejilla A del instrumento Cobas® AmpliPrep.
e Larejilla contendedora de VHC CS2. VHC CS3y VHC CS4 se

carga en la posicion B, C, D o E del equipo.
D. Carga de consumibles

D.1Se debe determinar el niumero de cassettes de reactivo Cobas®
AmpliPrep, unidades de procesamiento de muestras (SPUs), tubos de
muestra (tubo S), puntas K y tubos K necesarios. Se necesitan una SPU,
un tubo S de entrada, una punta K y un tubo K por cada muestra o

control.

D.2 Se coloca las SPUs en las rejillas de SPU y se cargan dichas rejillas en

las posiciones J, K o L del instrumento.

D.3 Se cargan las rejillas llenas de puntas K en la posicién de rejilla M, N, O

o P del instrumento.
E. Peticiones y carga de muestras
E.1 Preparacién de las rejillas de muestras:

1. Se coloca un rack con etigueta de cédigo de barras en cada
posicion de la rejilla de muestras donde se vaya a colocar
una muestra (tubo S).

2. Se coloca un rack con etiqueta de cdédigo de barras
especificos para los controles [CTM (-) C, VHC L (+) Cy VHC
H (+) C] en cada posicion de la rejilla de muestras donde se

vaya a colocar un control (tubo S).
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3. Los rack con etiquetas de cadigos de barras de los controles
deben tener el mismo numero de lote de control que los
viales de control incluidos en el equipo. Debe prestarse
atencion para colocar cada control correctamente en la
posicion que tenga el clip del codigo de barras apropiado.

4. Se coloca un tubo S en cada posicién que contenga un rack

de etiqueta de cddigo de barras.

E.2 Utilizando el software Amplilink se crean peticiones de muestras para
cada muestra y control en la carpeta “Sample” de la ventana “Orders”.
Ahi se selecciona el archivo de prueba apropiado y se completa la

operacion guardandolo.

E.3 Se asignan las peticiones de muestras y controles a las posiciones de la
rejilla de muestras en la carpeta “Sample Rack” de la ventana “Orders”.
El nimero de rejilla de muestras debe corresponder a la rejilla preparada

en el paso E1.

E.4 Se imprime el informe “Sample Rack Order” para usarlo como hoja de

trabajo.

E.5 Se preparan las rejillas para muestras y controles, en el area designada

para afadir las muestras y los controles del siguiente modo:

1. Se vortea cada una de las muestras y los controles [CTM (-)
C,VHCL (+) Cy VHC H (+) C] de tres a cinco segundos.

2. Hay que extremar las precauciones para evitar la
contaminacion de los guantes durante la manipulacion de las

muestras y los controles.

E.6 Se transfieren de 1000 a 1050 pl de cada muestra y control [CTM (-)C,
VHC L (+) Cy VHC H (+) C] al tubo S con la etigueta de codigo de
barras apropiada, utilizando para ello un micropipeteador con punta sin
ribonucleasa vy filtro para aerosol o desplazamiento positivo. Se debe
evitar la transferencia de particulados y/o coagulos de fibrina, que

pudieran estar presentes en la muestra original, al tubo S. Las muestras
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y los controles se deben transferir a las posiciones de tubo asignadas y
registradas en la hoja de trabajo en el paso D4. Los rack de los codigos
de barras de los controles deben tener el mismo numero de lote de
control que los viales de control incluidos en el equipo. Se debe asignar
a cada control correctamente a la posicion que tenga el clip del cédigo
de barras apropiado. Tomar precauciones para evitar la contaminacion

de la parte superior de los tubos S con muestras o controles.

E.7 Se deben cargar entonces la rejilla o las rejillas de muestras llenas de

tubos S en la posicion de la rejilla F, G o H del instrumento.
F. Inicio de la serie en el instrumento Cobas® AmpliPrep.

F.1 Debe iniciarse el instrumento Cobas® AmpliPrep utilizando el software

Amplilink.

G. Finalizacion de la serie en el instrumento Cobas® AmpliPrep y transferencia
al analizador Cobas® Tagman®.

G.1Tras comprobar si ha habido algin mensaje de error se retiran las
muestras y los controles procesados del instrumento Cobas® AmpliPrep
en las rejillas de muestra.

G.2A continuacion se evacuaran los residuos del instrumento Cobas®

AmpliPrep.

G.3No deben exponerse a la luz las muestras y los controles procesados

después de completarse la preparacion de las muestras y controles.

AMPLIFICACION Y DETECCION
H. Configuraciéon del analizador Cobas® Tagman®

H.1 Se debe iniciar la serie en el analizador Cobas® Tagman® dentro de los

120 minutos siguientes a completarse la preparacion de las muestras.
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e No deben congelarse ni almacenarse las muestras o controles

procesados a una temperatura comprendida entre 2-8 °C

H.2 Carga de muestras procesadas: Dependiendo de la configuraciéon

utilizada existen dos maneras:

e Configuracion 1: Se debe transferir automaticamente del vehiculo K,
a través de la estacidbn de interconexion, al analizador Cobas®
Tagman®. No se requiere intervencién manual.

e Configuraciones 2 y 5. Se procede mediante una transferencia
manual de los tubos K en las rejillas de muestras al analizador

Cobas® Tagman®.
. Inicio de la serie en el analizador Cobas® Tagman®:
I.1 Esta parte del proceso también depende de la configuracion utilizada:

e Configuraciéon 1: No se requiere intervencion por parte del operario.
e Configuracion 2 y 5: Tras la insercion de las rejillas de la muestra se
lleva a cabo un inicio automatico del analizador Cobas® Tagman®.

J. Finalizacién de la serie en el analizador Cobas® Tagman®:

J.1 Una vez completada la serie en el analizador Cobas® Tagman® se
procede a imprimir el informe de resultados. Se debe comprobar si hay
algun aviso o mensaje de error en él. Tras aceptarlos se debe guardar

los datos en un archivo
J.2 Se retiran los tubos K usados del analizador Cobas® Tagman®.

3.2.2.5Resultados

El analizador Cobas® Tagman® determina automaticamente la
concentracion de ARN del VHC presente en las muestras y los controles. La
concentracion de ARN del VHC se expresa en unidades internacionales
(Ul/mL).
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El software Amplilink:

e Determina el valor del ciclo umbral (Ct) correspondiente al ARN del VHC
y al ARN del QS del VHC.

e Determina la concentracion del ARN del VHC en base a los valores de
Ct calculados para ARN del VHC y ARN del QS del VHC vy los
coeficientes de calibracién especificos del lote, incluidos en los codigos
de barras de los cassettes.

e Determina si las Ul/mL calculadas para VHC L(+)C y VHC H(+)C estan
dentro de los intervalos asignados.

VALIDACION DE LOS LOTES E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

1. Validacion de lotes para Amplilink version 3.3 Series
Al realizar los controles, el equipo lleva a cabo una comprobacién
para determinar si el valor en Ul/mL correspondiente a dichos

controles esta dentro del intervalo especificado.

Si el valor en Ul/mL correspondiente al control esta fuera del
intervalo asignado, se genera un aviso para indicar que el control no
ha superado la prueba. El lote es valido si no hay avisos para
ninguno de los controles [VHC L (+) C, VHC H (+) Cy CTM (-) C]. El
lote no es valido si aparece cualquiera de los avisos siguientes
(Tabla M.2) en los controles del VHC:

132



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] FVEEENANV LS

Tabla M.2 - Posibles avisos del analizador Cobas® Tagman®

AVISO RESULTADO INTERPRETACION
Control negativo

Un resultado no valido
o un resultado “valido”
gue no fue negativo
para el VHC objetivo

Control positivo bajo del VHC

Resultado no valido o
LPCINVALID Invalid control fuera de
intervalo

_N_NC_INVALID Invalid

Control positivo alto del VHC

Resultado no valido o
HPCINVALID Invalid control fuera de
intervalo

Si el lote no es valido, se debe repetir todo el lote incluyendo los pasos de
preparacion, transcripcion reversa, amplificacion y deteccion de las muestras y

los controles.

2.Interpretacion de resultados
Para lotes validos, se deben comprobar los posibles avisos o
comentarios asociados a cada muestra en la impresion de los
resultados. Debe interpretarse los resultados de la manera

descrita en la Tabla M.3.
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Tabla M.3 - Interpretacion resultados Cobas® Tagman®

RESULTADO DEL TITULO

INTERPRETACION

Target not Detected

El valor Ct obtenido para el VHC esta por debajo del
limite de ensayo o no se ha obtenido un valor de Ct
para el VHC. Se debe comunicar el resultado como
“ARN del VHC no detectado”.

< 1.50E+01 IU/mL

Las IU/mL calculadas estan por debajo del intervalo del
ensayo. Se debe comunicar el resultado como “ARN del
VHC detectado, menos de 15 Ul de ARN del VHC/mL”.

2 1.50E+01 IU/mL
< 4.30E+01 IU/mL

Los resultados calculados de Ul/mL estan por debajo
del limite inferior del intervalo lineal del ensayo. Estos
resultados muestran un elevado grado de variabilidad vy,
por lo tanto, no se consideran exactos. Los resultados

se deben interpretar con cautela.

2 4.30E+01 IU/mL
< 6.90E+07 IU/mL

Los resultados calculados superiores o iguales a 43
Ul/mL e inferiores o iguales a 6,90E+07 Ul/mL se

encuentran dentro del intervalo lineal del ensayo.

> 6.90E+07 IU/mL

Las Ul/mL calculadas estan por encima del intervalo del
ensayo. Se debe comunicar el resultado como “mas de
6,90E+07 Ul de ARN del VHC/mL". Si se desea obtener
un resultado cuantitativo debe diluirse la muestra
original con suero humano o plasma humano recogido
en EDTA, en funcion de la matriz de la muestra original,
negativo para VHC y repetirse la prueba. Después se
multiplica el resultado comunicado por el factor de

dilucion.

= Las muestras cuya

concentracién esté por encima del intervalo del

ensayo y que generen un resultado no valido con el aviso “QS_INVALID”
no deberian notificarse como “méas de 6.9E+07 IU/mL”. La muestra
original deberia diluirse con plasma humano negativo para VHC recogido
con EDTA deberia repetirse la prueba. Se debe multiplicar el resultado
comunicado por el factor de dilucion.

Resultado del titulo “Failed”: Se interpreta como que la muestra no se ha
procesado correctamente durante su preparacion en el equipo Cobas®
AmpliPrep.

Resultado del titulo “Invalid”: Se interpreta como que el resultado no es

valido.
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CONTROL DE CALIDAD

En cada lote de determinaciones se debe incluir una réplica de cado
uno de los controles Negativo, positivo bajo y positivo alto para VHC. El lote es
valido si no aparecen avisos para ninguno de los controles [VHC L (+) C, VHC
H(+)CyCTM (-) C].

-Control negativo

e El control CTM (-) C debe dar un resultado “Target not detected”. Si el
resultado obtenido para CTM (-) C es consistentemente no valido en
varios lotes, debe contactarse con la empresa fabricante del sistema.

-Controles positivos

e El intervalo asignado a VHC L (+) C y VHC H (+) C es especifico para
cada lote de reactivo; esta incluido en los codigos de barras de los
cassettes de reactivo para la prueba Cobas® AmpliPrep / Cobas®
Tagman® VHC.

Los valores de IU del ARN del VHC/mL obtenidos para VHC L (+) C y
VHC H (+) C deben estar dentro de los respectivos intervalos asignados.
Si uno o0 ambos controles positivos tienen el aviso de no valido, todo el
lote es no vélido. Se debe repetir todo el proceso (preparacion de las
muestras y controles, amplificacion u deteccién). Si el titulo de ARN del
VHC de uno o ambos controles positivos esta consistentemente fuera
del intervalo asignado en varios lotes, debe contactarse con la empresa

fabricante del sistema.
3.2.3 Determinacion del Genotipo VHC

En este caso se ha utilizado en Versant® VHC Genotype 2.0 (LiPA), un
ensayo LiPA para uso diagnadstico in vitro que identifica los genotipos de 1 a 6
del virus de la hepatitis C (VHC) y los subtipos a y b del genotipo 1 en muestras
de suero humano o de plasma EDTA. En la mayoria de los casos también

puede ofrecer informacion adicional del subtipo. Este equipo Unicamente se
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utiliza con muestras con resultado positivo de ARN del VHC y en el marco de
este estudio solo se realizd en aquellas muestras donde el facultativo clinico lo
solicité. La lectura de las tiras se realizO0 en el equipo Auto-LiPA™

(Innogenetics®, Gante, Bélgica).

3.2.3.1 Fundamento

El ensayo VERSANT VHC Genotype 2.0 (Lipa) utiliza hibridacion
inversa. El producto DEN de PCR biotinilado, generado por la amplificacion de
RT-PCR de las regiones 5’UTR y core del ARN del VHC, se hibrida en sondas
de oligonucledtidos inmovilizados. Las sondas, que estan adheridas a una tira
de nitrocelulosa por una cola de poli(dT), son especificas de las regiones

5"UTR y core de diferentes genotipos del VHC.

Después del paso de hibridacion, se lava el producto de PCR sin
hibridar de la tira y se une estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina
(conjugado) al hibrido biotinilado. EI crom6geno BCIP/NTB (sustrato) reacciona
con el complejo de estreptavidina-fosfatasa alcalina para formar un precipitado
de color morado/marrén, que produce un patron de bandas visible en la tira.

Fosfatass

alcaling = c Precipitado marado
Cromdgeno (NTEVBCIF)

Estreptaviding

Bictina

Diana amplificads

Sonda de DNA

Tira de nitrocellosa

Figura M.2 - Pasos reaccion genotipado VHC
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Figura M.3 - Patréon de bandas en el genotipado VHC

3.2.3.2Muestras

El ensayo Versant VHC Genotype 2.0 (LiPA) utiliza un producto de
ADN de PCR, concretamente utiliza un amplicén de ADNCc biotinilado especifico
para las regiones 5’'UTR y Core del genoma del VHC. Este ensayo requiere
una muestra minima de 10 pl del producto de PCR y el rango de
concentraciones de carga viral dentro del cual es apta esta prueba oscila desde
2173 IU/ml a 8.700.000 IU/ml. Después de realizar el paso del ensayo
correspondiente a la desnaturalizacion, se debe guardar el resto del producto
de PCR a una temperatura de -20°C = 5°C. El producto de PCR debe
almacenarse un maximo de 4 meses a -20°C + 5°C y debe evitarse la

congelacion-descongelacién repetida de dicho producto.

3.2.3.3Reactivos

= Membranas de nitrocelulosa recubiertas con sondas de oligonucleétidos.
Debe almacenarse entre 2°C y 8°C.
= Conjugado concentrado (CONJ 100X) que contiene estreptavidina

marcada con fosfatasa alcalina con <0,1% de 2-cloroacetamida,
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estabilizadores de proteinas y otros conservantes. Debe almacenarse
entre 2°C y 8°C.

Diluyente conjugado (CONJ DIL), que contiene solucion de tampon
fosfato con 0,1% de 2-cloroacetamida, detergentes, estabilizadores de
proteinas y otros conservantes. Debe almacenarse entre 2°C y 8°C.
Solucion desnaturalizante (DENAT SOLN) que contiene 1,7% de
hidroxido sédico. Debe almacenarse entre 2°C y 8°C.

Solucién de lavado estricto (HYB/SW SOLN) e hibridacién con cloruro
sédico, tampon de citrato sodico con detergente y conservantes. Debe
almacenarse entre 2°C y 8°C.

Solucién de aclarado concentrada (RINSE SOLN 5X) con tampén de
fosfato y 0,5% de 2-cloroacetamida, NaCl, detergente y otros
conservantes. Debe almacenarse entre 2°C y 8°C.

Tampodn de sustrato (SUBS BUF) que contiene solucion tampén de TRIS
con 0,1% de 2-cloroacetamida, MgCl,, NaCl y otros conservantes. Debe
almacenarse entre 2°C y 8°C.

Sustrato que contiene 1,6% de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato y 4
nitroazul de tetrazolio de dimetilformamida 83% (SUBS BCIP/NBT
100X). Debe almacenarse entre 2°C y 8°C.

Bandejas de incubacion desechables de plastico.

Tarjetas de lectura para identificar las bandas positivas de cada tira.
Cuadro de interpretacion: proporciona patrones de bandas para

identificacion de genotipos.

3.2.3.4Procedimiento de ensayo

Este procedimiento consta de cuatro fases principales: desnaturalizar

las muestras, hibridar las muestras, lavar las tiras y revelar en color.

PRECAUCIONES DURANTE EL PROCESO

Antes de empezar todo el procedimiento, deben ponerse todos los
reactivos y las tiras de andlisis a temperatura ambiente (20-25°C
aproximadamente 45 minutos antes de empezar) y deben devolverse al

congelador inmediatamente después.
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» Las tiras durante todo el proceso deben manejarse con pinzas (en
ningun caso con las manos ya que la grasa cutanea podria afectar a la
hibridacion y revelado del color).

» Para escribir en las tiras, debe usarse Unicamente un lapiz. Los reactivos
del ensayo podrian borrar la tinta de las tiras.

= Es importante conservar la relacion entre la identificacion de la muestra
a partir del producto de amplificacion de RT-PCR y la tira.

*» Puede utilizarse la hoja de informacion de datos o un formulario
equivalente para registrar informacion adicional de la muestra para cada
namero de tira.

» Para evitar la contaminacion de otras zonas del laboratorio debe
aumentarse al maximo la separacion fisica entre los pasos previos y
posteriores a la amplificacion.

= No debe volver a llevarse las muestras, los equipos o los reactivos a la
zona donde se realizd el paso anterior. Si fuera necesario regresar a una
zona de trabajo anterior, en primer lugar deben tomarse las medidas
apropiadas de descontaminacion.

» Para obtener resultados de precision méaxima, debe usarse un bafio
maria para la hibridacion y los pasos de lavado, y es conveniente
asegurarse de que esté a una temperatura de 50°C + 0.5°C. Si la
temperatura fuera demasiado baja, el ensayo podria dar resultados
falsos positivos; si fuera demasiado alta, las sefiales podrian ser muy
débiles o podrian obtenerse falsos negativos.

o Para obtener una regulacion 6ptima de la temperatura debe
usarse un bafio Maria con agitador y tapa inclinada.

= Deben mantenerse las tiras en la misma cubeta durante todo el
procedimiento y el liquido de dichas cubetas se aspira con una pipeta

conectada a una aspiradora.

DESNATURALIZACION DE LAS MUESTRAS
1. En primer lugar, antes de afiadir una bandeja de muestras, debe
corroborarse que la temperatura del bafio Maria con agitador es de 50°C
+ 0.5°C.
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. Se coloca le HYB/SW SOLN en el bafio Maria de 37°C a 50°C,

aproximadamente 60 minutos antes del uso, para que se disuelvan todos

los cristales.

. Con unas pinzas, se retira una tira de cada muestra y se deposita sobre

una superficie limpia.

. Con un lapiz, se escribe un numero de identificacion en la tira, por

encima de la linea de marcador verde. Incluir siempre una tira para los

controles positivo y negativo.

. Se coloca una cubeta en la bandeja para cada muestra/tira. La tira en la

cubeta no se coloca hasta el paso 2 de “hibridacion de las muestras”.

. Se afiaden 10 ul de DENAT SOLN a la esquina superior de cada cubeta.

7. Se afaden 10 pl de control o muestra a la solucion DENAT SOLN de

cada cubeta. Se mezcla con cuidado, agitando con la pipeta

verticalmente.

. Dejar a temperatura ambiente durante cinco minutos para que se

produzca la desnaturalizacion.

HIBRIDACION DE LAS MUESTRAS

1.

Se afiaden 2 ml de HYB/SW SOLN a cada cubeta, teniendo cuidado de

no contaminar otras cubetas.

2. Mezclar los reactivos, agitando con cuidado la cubeta.

Se coloca inmediatamente las tiras rotuladas, con la linea de marcador
hacia arriba, en las cubetas pertinentes. Confirmar que la tira esté
completamente sumergida en la solucion.

Se coloca la bandeja en un bafio maria con agitador a una temperatura
de 50°C + 0.5°C.

Se ajusta el agitado del bafio Maria aproximadamente a 80 rpm y cierra
la tapa.

Se incuba la bandeja durante 60 £ 2 minutos.

Cuando finaliza la incubacion de la hibridacion se retira la bandeja del
bafio Maria.
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LAVADO DE LAS TIRAS

1.

Se aspira la solucion de la cubeta con una pipeta conectada a una
aspiradora.

Se afladen 2 ml de HYB/SW SOLN a cada cubeta.

Se aclara la tira, balanceando la bandeja durante un tiempo de 30 a 90
segundos a temperatura ambiente.

Se aspira la solucién de las cubetas

5. Repetir el lavado (pasos 2-4)

Se afiaden 2 ml de HYB/SW SOLN a cada cubeta y se coloca la bandeja
en el bafio Maria con agitador a una temperatura de 50°C + 0.5 °C..
Se ajusta el agitado del bafio Maria aproximadamente a 80 rpm y se

cierra la tapa.

8. Se incuba la bandeja durante 30 = 2 minutos.

Se preparan 8 ml de solucién de aclarado diluida para cada cubeta de
analisis, y 10 ml adicionales, diluyendo RINSE SOLN 5X 1: 5 en agua

destilada o desionizada.

10.Se preparan 2 ml de conjugado diluido para cada cubeta del analisis y 2

ml adicionales, diluyendo CONJ 100X 1: 100 en CONJ DIL.

11.Cuando finalice la incubacion se retira la bandeja del bafio Maria.

REVELADO DEL COLOR

1.
2.

Se aspira la solucion de la cubeta con una pipeta.
Se afladen 2 ml de solucion de aclarado diluida a cada cubeta y se lava
la tira, balanceando la bandeja durante un tiempo de 60 a 90 segundos a

temperatura ambiente.

3. Se aspira la solucion de las cubetas.

Se repiten los pasos 2 y 3.

5. Se afaden 3 ml de conjugado diluido a cada cubeta y se pone la

bandeja en un agitador a temperatura ambiente.

6. Se incuba durante 30 + 2 minutos.

Se preparan 2 ml de sustrato diluido para cada cubeta y 2 ml
adicionales, diluyendo SUBS BCIP/NBT 100X 1: 100 en SUBS BUF
(esta dilucion es conveniente prepararla 10 minutos antes de que

termine la incubacion del conjugado).
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8. Al finalizar la incubacion se retira la bandeja del agitador y se aspira la
solucion de las cubetas con una pipeta.

9. Se afaden 2 ml de solucion de aclarado diluida a cada cuneta u lavar la
tira, balanceando la bandeja durante un tiempo de 60-90 segundos a
temperatura ambiente.

10.Se aspira la solucion de las cubetas.

11.Se repiten los pasos 9y 10.

12.Se afaden 2 ml de sustrato diluido a cada cubeta y se pone en el
agitador a temperatura ambiente.

13.Se aspira la solucion de las cubetas.

14.Se afaden 2 ml de sustrato diluido a cada cubeta y se pone en el
agitador a temperatura ambiente.

15.Se incuba durante 30 + 2 minutos.

16.Se extrae la bandeja del agitador.

17.Se aspira la solucién de las cubetas.

18.Se afiaden 2 ml de agua destilada a cada cubeta.

19.Se pone la bandeja en el agitador durante 3-4 minutos.

20. Se extrae la bandeja del agitador.

21.Se aspira el agua.

22.Se repiten los pasos de 18 a 21.

23.Con las pinzas, se retira cada tira de su cubeta y se coloca sobre papel
absorbente, con la linea de marcador hacia arriba.

24.Se deja que las tiras se sequen completamente antes de leer los
resultados.

25.Se guardan las tiras secas y reveladas en un lugar protegido de la luz.

Control de calidad
1. La muestra de control negativo de VHC (N-CTRL) s6lo debe tener un
control positivo CONJ CTRL (linea 1). No debe haber ninguna sefal
visible para otras lineas de la tira.
2. La muestra de control positivo de VHC (P-CTRL) debe dar resultados
positivos en las lineas siguientes: CONJ CTRL (linea 1), AMPL CTRL
(linea 2), 13, 14, 15, AMPL CTRL 2 (linea 23) y 24.
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= Si el patron de alguno de los controles no es el
especificado se considerara el analisis no valido y debera
repetirse.

3. La linea 1 de la tira es el CONJ CTRL. Si la tira se procesa
correctamente esta linea sera siempre positiva. Si fuera negativa debera
considerarse la tira no valida y debera repetirse en ensayo LIPA.

4. La linea 2 de la tira es AMPL CTRL 1. Esta linea es positiva si esta
presente el producto DNA de PCR biotinilado amplificado especifico de
5°UTR del VHC. Una linea CONJ CTRL (linea 1) positiva y una linea
AMPL CTRL 1(linea 2) negativa en una tira indican el procesamiento
correcto de la tira, pero sefialan que no estaba presente el producto de
DNA de PCR biotinilado amplificado especifico de 5’UTR del VHC en la
cubeta de reaccion.

5. La linea 23 de la tira es AMPL CTRL 2. Esta linea es positiva si esta
presente el producto de ADN de PCR biotinilado especifico de la regién
core del VHC. Si esta linea es negativa, indica que no se detectd la
presencia en la cubeta de reaccién del producto de DNA de PCR
biotinilado amplificado especifico de la regién core del VHC.

INTERPRETACION DE RESULTADOS
Para obtener el resultado del genotipo se debe comparar el patron de
bandas obtenidas en la tira de cada muestra con la siguiente tarjeta de

referencia:

3.2.4 Determinacion de Anti-VHC

Se realiz6 mediante el equipo comercializado Architect® 2000iSR de
Abbott. Concretamente el ensayo Architect Anti-VHC® (Abbott Diagnostics©,
Wiesbaden, Alemania) es un CMIA (Chemiluminiscent Microparticle
Immunoassay) cualitativo que utiliza microparticulas recubiertas para la

deteccién de los anticuerpos Anti-VHC en suero y plasma.
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3.2.4.1 Fundamento y procedimiento

El ensayo Architect Anti-VHC es un inmunoensayo de dos pasos que
utiliza la tecnologia CMIA. El formato del ensayo de dos pasos emplea etapas
de lavado en el que se aisla y se lava el complejo sandwich para quitar el
exceso del reactivo marcado no unido y cualquier otra sustancia que interfiera.
El formato no competitivo de dos pasos generalmente ofrece una elevada

especificidad y sensibilidad de ensayo.

Los compuestos gquimioluminiscentes son distintos de los
marcados radioactivos, fluorescentes, y enzimaticos. Un marcador
qguimioluminiscente produce luz cuando se combina con un reactivo
“trigger”. En el caso de Abbott ARCHITECT Anti-VHC® (Abbott Diagnostics©,
Wiesbaden, Alemania) utiliza un marcador que es un derivado de acridina
patentado. Este marcador produce una alta emisién de luz v,
por consiguiente alta sensibilidad (es mas facil medir una gran concentracion
de luz). En definitiva, este ensayo utiliza la tecnologia de ensayo sandwich no
competitivo para medir el analito, en este caso presencia de anticuerpos Anti-
VHC. Es un inmunoensayo no competitivo, la concentracién de sefial medida

es directamente proporcional a la concentracion de analito presente en la

muestra.
Tabla M.4 - Caracteristicas de CMIA
) . Etapa de Tecnologia de
Tecnologia  Fase soélida » Marcador B
separacion deteccion
_ ’ Tubo
Microparticula i Compuesto -
CMIA . Iman - fotomultiplicador de
magnética quimiluminiscente o o _
guimioluminiscencia

El procedimiento comprende 4 pasos automatizados dentro del equipo:

1. Tras centrifugar la sangre o el plasma 10 min a 3000
rpm se pueden introducir las muestras (tanto dicho
suero como el plasma) en el equipo. Ahi la muestra es

sometida a un pretratamiento en pocillos no recubiertos
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con anticuerpos. Asi se rompen los posibles complejos
inmunes y se liberan los anticuerpos Anti-VHC.

2. Una alicuota de la muestra pre-tratada se pasa a una
cubeta de reaccion donde la muestra se pone en
contacto con microparticulas paramagnéticas
recubiertas por antigeno recombinante de VHC y con el
diluyente del ensayo. Tras este paso loas anticuerpos
Anti-VHC presentes en la muestra quedaran unidos a
los antigenos.

3. Tras un lavado, se afiade sobre la cubeta de reaccion el
conjugado de acridina que se unira a los anticuerpos
Anti-VHC retenidos sobre las microparticulas.

4. Se lava la cubeta de reaccién una vez mas y se afiaden
los reactivos “trigger” y “pretrigger” responsables de la
reaccion quimioluminiscente. Dicha reaccion sera
medida en unidades de luz relativas (cuya magnitud es
directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos
Anti-VHC presente en la muestra).

5. La presencia o ausencia de anticuerpos Anti-VHC en la
muestra se determina por comparacion de la sefal
quimioluminiscente de dicha muestra y la que habia
presentado el cut-off en el calibrado del ensayo. Si la
sefal guimioluminiscente es mayor o igual que la sefal
del cut-off, la muestra se considerara positiva a

anticuerpos Anti-VHC.

3.2.4.2 Reactivos
Una vez abiertos los reactivos son utilizables hasta 15 dias

almacenados a 2-8°C (en su defecto, hasta su fecha de caducidad).

e Microparticulas: Microparticulas recubiertas por antigeno
recombinante de VHC.
¢ Conjugado: Anticuerpos murinos anti-lgG/anti-lgM marcados con

acridina.
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e Reactivos de pre-tratamiento 1y 2

¢ Diluyente especifico del ensayo: No abrir hasta su uso inmediato.

e Solucion Trigger (contiene hidroxido sodico) y pre-Trigger
(contiene peroéxido de hidrégeno)

e Tampon de lavado

3.2.4.3 Muestras
e Se puede usar suero o plasma (EDTA, heparina, citrato sodico,

CPD) sin restos celulares. Las muestras pueden almacenarse
hasta cinco dias a 2-8 °C. Si la determinacion se va a retrasar
mas de cinco dias debe almacenarse el plasma o suero aislado a
-20° o menos. Evitar mas de dos ciclos de congelacion-

descongelacion.

3.2.4.4 Controles de calidad
e Deben realizarse los controles y calibrado una vez cada 24 horas.

e Los valores de los controles del Architect Anti-VHC deben estar
dentro de los rangos de referencia especificados en el lote. Si uno
de los controles esta fuera de su rango de referencia las pruebas
asociadas a éste no seran validas y deberan ser repetidas (se nos

indicara que recalibremos de nuevo el equipo).

3.2.4.5 Interpretacion de los resultados
El sistema Architect Anti-VHC calcula la tasa del punto de corte o cut-

off durante el calibrado y posteriormente calcula el resultado de cada muestra

basandose en el siguiente cociente:

Tasa media de la muestra (S)/Tasa del punto de corte (CO)

e Las muestras con valores de sefal S/CO < 1.00 se consideran
negativas a Anti-VHC.

e Las muestras con valores de sefal S/ICO = 1 se consideran
positivas a Anti-VHC

e Las muestras que dan un primer test positivo debe reanalizarse

por duplicado. Si ninguna de las repeticiones es reactiva, la
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muestra se considera no reactiva o negativa a Anti-VHC. En
cambio si la muestra es reactiva en una de las repeticiones, se
considera repetidamente reactiva.

e Aquellas pruebas que resulten positivos tras la repeticion deberan

confirmarse mediante otra técnica como puede ser el LIA.

3.2.5 Prueba de confirmaciéon: Line Immunoblot

Assay

Para la confirmacion de los resultados positivos en la prueba de
cribado, utilizamos el equipo comercializado INNO-LIA™ VHC Score
(Innogenetics®, Gante, Bélgica). Se trata de un inmunoblot en tira donde los

antigenos recombinantes del VHC estan fijados en una tira de nylon.

3.2.5.1 Fundamento
Es un inmunoensayo en tira de tercera generacion que incorpora

antigenos del VHC derivados de la region del core, de la regidon hipervariable
E2 (HVR), de la regién NS3 (helicasa) y de las regiones NS4A, NS4B y NS5A.
Se basa en una tira de nylon con soporte de plastico, recubierta con los
antigenos recombinantes, en forma de seis bandas. El ensayo incorpora 4
bandas de control: una banda de control de la estreptavidina, el control positivo
3+ (anti-IgG humano), control de positivo 1+ (IgG humano) y banda de cut-off +
(IgG humano). El inmunoblot en tira esta basado en el mismo principio que un
enzimoinmunoensayo. La muestra diluida se incuba con la tira de nylon que
contiene los antigenos. Si en la muestra estan presentes los anticuerpos del
VHC se uniran a las bandas de antigeno de la tira. Posteriormente, se afiade
un conjugado anti-lgG humano de cabra marcado con fosfatasa alcalina
purificada y reacciona con los complejos antigeno-anticuerpo VHC especificos
siempre y cuando se hayan formado previamente. La incubacion con el
sustrato enzimatico produce una coloracién verde oscuro cuya intensidad es
proporcional a la cantidad de anticuerpo especifico del VHC capturado en una
banda determinada. La reaccion de produccion de color se para con la adicion

de una solucion de acido sulfurico. Si no hay anticuerpos en la muestra, el

147



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] FVEGEERAVECS

conjugado solo se une a los controles +, 1+ y 3+. Si se omite el paso de la

adiciéon de la muestra el control 3+ tendrda una intensidad menor al control 1+.

3.2.5.2 Reactivos

e Tiras reactivas de nylon recubiertas con antigeno de VHC.

e Diluyente de la muestra: contiene tampon fosfato con cloruro
sbdico, estabilizadores de proteinas y 0.3& de cloroacetamida
como conservante.

e Conjugado: Contiene anticuerpos anti IgG humanos marcados con
fosfatasa alcalina junto con tampon Tris, estabilizadores de
proteinas y 0.01% de methylisothiazolona y 0.1% de
cloroacetamida como conservantes.

e Control negativo: Contiene suero normal de origen humano con
0.01% de methylisothiazolona y 0.1% de cloroacetamida como
conservantes.

e Control positivo: Contiene suero humano inactivado positivo para
anticuerpos Anti-VHC con 0.01% de methylisothiazolona y 0.1% de
cloroacetamida como conservantes.

e Sustrato BCIP / NTP: Contiene 5-bomo-4-cloro-3-indolil fosfato /
nitroazul de tetrazolio en dimetilformamida con 0.01% de
methylisothiazolona y 0.1% de cloroacetamida como conservantes.

e Solucion de parada : Contiene acido sulfurico a 0.1 mol/l

e Solucion de lavado: Contiene un tampon Tris coloreado
(acompafnado de clorhidrato de sodio y 0.02% de bromo-nitro-
dioxano como conservantes) que debe ser diluido 5X en agua
destilada. La solucién de lavado diluida es estable durante dos

semanas si se almacena a temperaturas entre 2-8 °C.

3.2.5.3 Muestras

Se puede usar suero o0 plasma humano recogido en tubos que
contengan EDTA, citrato o heparina como anticoagulantes. Antes de ser

almacenados, tanto los sueros como los plasmas deben ser separadas del
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coagulo sanguineo o de las células sanguineas mediante una centrifugacion.
Las muestras pueden almacenarse a 2-8°C durante una semana, si se desea
almacenar durante un periodo mayor, deberan congelarse a -20°C. No usar

muestras que se han congelado y descongelado mas de tres veces.

3.2.5.4 Técnica

Se realiza de forma automatica utilizando el equipo Auto-LiPA™
(Innogenetics®, Gante, Bélgica). Este instrumento es un sistema autbnomo con

aspiracion, pipeteado e incubacion automatizados.
LECTURA DE RESULTADOS

La naturaleza y ubicacion de los antigenos y los controles de la tira se

establecen de la forma siguiente:

T La intensidad de la reaccion de

Steeplavidin
=] Lol 34 Control lines ;
Lovel 14 las bandas de control en cada tira se
1 utiliza para asignar los indices de
-2 - .
E2 reactividad a cada antigeno presente
NS3 . .
NS en dicha tira.
NSS

Figura M.4 - Patrén bandas Auto-LiPA™
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Tabla M.5 - Lectura de Resultados LIA

Intensidad de la reaccién de las bandas de antigeno (R) Puntuacion
Inferior a = R<z -
Igual a + R=+ +
Superior a £, pero menor o igual a 1+ t<R=1+ 1+
Mayor que 1+ pero menor 3+ 1+ <R =3+ 2+
Igual a 3+ R =3+ 3+
Mayor a 3+ R >3+ 4+

*La clasificacion de la reactividad debe hacerse para cada tira de forma separada

3.2.5.5 Control de calidad

Validacion del ensayo

e La tira de control positivo debe mostrar una reaccién de al menos 1+ en

las bandas de antigeno C1, C2, NS3 y NS4. Las bandas de antigeno E2

y NS5 pueden tener un valor negativo.

e Latira de control negativo no debe mostrar ninguna reaccion o al menos

menor que el nivel de control + para todas las bandas de VHC.

Validacion de una tira individual

e Los niveles de control 1+ y + asi como el nivel de control positivo fuerte

3+ deben ser visibles.

e La intensidad del nivel del control 3+ debe ser superior a la del nivel 1+y

la intensidad del nivel 1+ debe ser superior a la del nivel +.

e La banda del control para anti-estreptavidina debe tener una puntuacion

negativa.

3.2.5.6 Interpretacion de los resultados

Una muestra es neqgativa para anticuerpos Anti-VHC:

e Si todas las bandas de antigeno de VHC tienen una puntuacion

negativa.

e SiUnicamente una banda de antigeno de VHC tiene una intensidad de +,

excepto cuando se observa reactividad para el NS3.
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Una muestra es positiva para anticuerpos Anti-VHC:

¢ Sial menos dos bandas de antigeno tienen una intensidad * o superior.

Una muestra se considera indeterminada para anticuerpos Anti-VHC:

e Si Unicamente una banda de antigeno de VHC tiene una puntuacion 1+
0 superior.
e Sila banda NS3 reacciona con una intensidad + o superior y todas las

demas bandas de antigeno son negativas.
3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente, se ha realizado el andlisis descriptivo de los datos y se
han reportado la media y desviacion estandar como medidas de tendencia
central y de dispersion respectivamente. Para las concentraciones de PCR
>6,9 x 107 Ul/mL hemos utilizado el valor 6,9 x 10’. Para las concentraciones
de PCR VHC < 1,5 x 10'UI/mL hemos utilizado el valor 1,5 x 10*. Para las
concentraciones de Ag VHC >20000 fmol/L hemos utilizado el valor 20000.

Para comparacion de proporciones hemos utilizado el test chi-cuadrado
o el test exacto de Fisher en aquellos casos para los cuales la hipétesis de
tamafio muestral por grupo inferior a 5 no se cumple. Dentro de cada grupo
poblacional se han creado cuatro subgrupos en funcion de su patron Ag VHC /
Anti-VHC y han sido analizados estadisticamente mediante andlisis de la
varianza (ANOVA).

Finalmente, se ha aplicado la prueba HDS de Tukey para comparaciones
multiples post-hoc. El andlisis se ha llevado a cabo usando la hoja de calculo
Microsoft Excel 2007 y el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows.
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4.- Resultados
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Grupo 1- Conjunto de pacientes estudiados

En este grupo hemos analizado 952 sueros de 655 pacientes, 213
mujeres y 442 varones, con una edad que va desde los dos meses a los 93
afios de vida, siendo la media de 56,88 + 16,74 afios y cuyos resultados

exponemos de la siguiente manera:

e En la Tabla R.1.1 se detallan los resultados de la determinacion

de Ag VHC y de Anti-VHC de muestras del conjunto de pacientes
estudiados.

TablaR.1.1
Comparacion de resultados de Ag VHC y Anti-VHC

Ag VHC + Ag VHC - TOTAL

Anti-VHC + 175 154 329
Anti-VHC - 10 613 623
TOTAL 185 767 952

e En la Tabla R.1.2 se detallan los resultados de la determinacion

de Ag VHC y de PCR de muestras del conjunto de pacientes
estudiados.

TablaR.1.2
Comparacion de resultados de Ag VHC y PCR

Ag VHC + Ag VHC - TOTAL

PCR + 94 40 134
PCR - 6 41 a7
TOTAL 100 81 181
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En términos globales, se observan resultados concordantes en el
82,77% de las muestras en las que se determiné Ag VHC y Anti-VHC (merced
a 788 de 952 muestras) y en un 74,59% de las muestras en las que se
determindé Ag VHC y ARN viral (135 de 181 sueros). Por el contrario, un
17,23% (un total de 164 sueros de los citados 952 con determinacion de Ag
VHC y Anti-VHC) y un 25,41% (46 sueros de 181 con determinacion de
antigenemia VHC y PCR), respectivamente, presentaron resultados
discordantes, a expensas principalmente de los patrones con antigenemia
negativa (154 muestras Ag VHC - / Anti-VHC + y 40 con Ag VHC - y PCR+).

Dentro de este grupo se han observado numerosos resultados con
valores de antigenemia dentro de la denominada Zona Gris. Concretamente
hemos observado 33 muestras (3,46% del total de muestras evaluadas) de 32
pacientes, 11 mujeres y 21 varones, con edades comprendidas entre 33 y 85
afios y una media de 51,81+12,38 afios, con un resultado de Ag VHC en un
primer analisis dentro del rango considerado como Zona Gris. Tras la repeticion
del analisis por duplicado, 25 (75,76%) se confirmaron como positivos a Ag
VHC frente a ocho que resultaron definitivamente negativos. Evaluando su
correspondencia con los resultados de Anti-VHC, hubo 26 muestras
concordantes (19 de ellas concordantes con los Anti-VHC + y siete con los
Anti-VHC -), mientras que siete fueron discordantes (6 muestras confirmadas
como positivas presentaron Anti-VHC negativos y una, confirmada como Ag
VHC negativa presentd positividad a Anti-VHC). En 24 de estas muestras con
valores de Ag VHC en Zona Gris se pudo efectuar una determinacion paralela
de carga viral, siendo ésta concordante en 20, merced a 16 positivos a ambos
marcadores y cuatro negativos tanto a antigenemia como a dicha carga viral.
Entre aquellos concordantes positivos tenemos 15 muestras con una carga
viral inferior a 10* UI/mL y una superior a dicho valor. Las cuatro muestras
discordantes fueron como resultado de sendas confirmaciones de positividad
de la antigenemia contrapuestas con PCR negativa y se correspondieron con

dos pacientes hemodializados y dos receptores de trasplante hepatico.

155



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA]

A continuacién se desglosan los diferentes patrones en funcion de sus
valores de antigenemia (discerniendo entre resultados de Ag VHC positivos o
negativos y aquellos cuyos valores en un primer analisis resultaron en el rango
de la Zona Gris, por lo que requirieron repetir la técnica) y LIA. Igualmente se

pormenorizan aquellos resultados anormales o con patrones discrepantes.

1.1 Ag VHC + Anti-VHC +

Este patron analitico, se encontr6 en 175 sueros (18,38%),
pertenecientes a 145 pacientes, 52 mujeres y 93 varones, con edades
comprendidas entre los dos y los 82 afios (edad media de 50,42 + 12,08 afios).
Los valores de Ag VHC oscilaron entre 3,02 y >20.000 fmol/L, con un valor
medio de 2596,66 + 3979,78 fmol/L. Los valores S/CO de Anti-VHC estuvieron
comprendidos entre 1,29 y 19,28, con a una media de 13,58 + 2,71. La carga
viral (CV) en aquellas muestras donde fue determinada (88 sueros) oscilé entre
<1,5 x 10'UI/mL (excluyendo las muestras PCR negativa) y 6,9 x 10’ Ul/mL,
con un valor medio de 3,45 x 10°+ 9,48 x 10°Ul/mL. Expuesto en la Tabla R.1.3
se desglosan los resultados de los sueros con patron Ag VHC + / Anti-VHC +y
sus resultados LIA. Se observa que 170 de los Ag VHC + / Anti-VHC +
presentaron LIA + (97,14%).

TablaR.1.3
Desglose de resultados, valores de Ag VHC y LIA

Ag VHC + Ag VHC “*Zgrp

LIA+ 151 19

Anti-VHC + LIA- 0 0
LIAIND 5 0

TOTAL 156 19

* Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente
confirmados como positivos.

Las 19 muestras con Anti-VHC + y con valores de Ag VHC inicialmente
en Zona Gris (Zgr), que posteriormente fueron clasificadas como positivas tras
su repeticidn, presentaron en el primer analisis cifras de Ag VHC que oscilaron
entre 3,02 y 8,92 fmol/L, con media= 5,94 + 1,72 fmol/L; y que en la repeticion
oscilaron entre 3,12 y 9,57 fmol/L, media= 6,49 + 1,81 fmol/L). Los valores
medios de Anti-VHC en estas 19 muestras fueron S/CO= 13,24 + 2,05.
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Los datos de las muestras en Zona Gris confirmadas como positivas
(Zgrp) se exponen en la Tabla R.1.4.

TablaR.1.4
Pacientes con valores de Ag VHC en Zona Gris confirmados como positivos
Paciente Edad Ag VHC 1°Andlisis  Repeticién Anti-VHC LIA *PCR
BMJ 47 Zgrp 7,09 8,46 POS/11,37 POS <1,5X10"
CCM 46 Zgrp 6,36 4,56 POS/11,21 POS 1,37 X 10°
CGMT 63 Zgrp 4,12 5,03 POS/10,71  POS ND
ERM 53 Zgrp 7,48 9,04 POS/12,35 POS 5,21X10°
EBJ 39 Zgrp 4,20 24 24 POS/11,55 POS 1,25X 10°
GGCM 38 Zgrp 4,01 6,43 POS/10,12 POS 1,18 X 10°
GMAM 69 Zgrp 4,48 8,49 POS /16,01 POS ND
GRJJ 34 Zgrp 6,24 3,12 POS/1523 POS 245X 10°
LLA 39 Zgrp 5,72 4,33 POS/1549 POS 1,79 X 10°
MANA 63 Zgrp 7,17 5,65 POS/16,41 POS 4,62 X10°
MAJ 47 Zgrp 8,37 7,37 POS/12,15 POS 3,63X10°
MIO 36 Zgrp 5,69 5,99 POS/12,83 POS 5,04 X 10°
MCMP 51 Zgrp 3,02 3,42 POS/14,25 POS 2,31X10°
NGAR 60 Zgrp 4,22 8,21 POS/10,25 POS 3,90 X 10°
OM 43 Zgrp 6,45 7,57 POS/14,62 POS 1,88X 10°
RPCL 47 Zgrp 4,82 6,00 POS/12,10 POS ND
RVJC 39 Zgrp 5,80 7,01 POS/1521 POS 4,78 X10°
RZPD 53 Zgrp 8,73 7,53 POS /14,28 POS 1,50 X 10"
SPG 52 Zgrp 8,92 9,57 POS/1551 POS 1,95X10*

Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos;
ND: No determinada.*Carga viral en Ul/mL. **Unica muestras de esta tabla que requirié un tercer
andlisis tras un segundo analisis con valores de 1,99 fmol/L.

Se efectud PCR en 16 de las 19 muestras (carga viral entre <1,5 x 10*
y 1,95 x 10* Ul/mL, media 3,25 x 10° + 4,69 x 10° Ul/mL). Quince de ellas
mostraron una CV <10*Ul/mL. Una Unica muestra, perteneciente al paciente
SPG, presenté una carga viral superior a 10*UlI/mL. Dicho paciente mostré
valores de Ag VHC cercanos al limite superior de la Zona Gris (8,92 fmol/L y
9,57 fmol/L).

Las cinco muestras con Ag VHC + / Anti-VHC + y LIA IND pertenecen a
cinco pacientes, con unos valores de Ag VHC entre 41,17 y 11.893,21 fmol/L
(media de 5857,13 + 4396,35 fmol/L) y S/ICO Anti-VHC entre 1,29 y 13,38
(media de S/CO= 8,58 + 4,64). Se realiz6 PCR en cuatro de estas muestras
con una CV media de 5,35x10° + 1,02x10’ UI/mL. La Tabla R.1.5 muestra los
detalles de dichos analisis. Las circunstancias de estos pacientes se

describiran en la discusion.
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TablaR.1.5
Pacientes con resultados Ag VHC + Anti-VHC + LIA IND, desglose de valores
Paciente Edad Ag VHC Anti-VHC | LIA/*Bandas *“PCR
CSL 54 POS 11893,21 POS 1,29 | IND/NS3+/- | 2,07 X 10’
CBJ 13 POS 3949,07 POS 13,38 | IND/NS34+ | 581 X 10°
MV 41 POS 570440 POS 7,47 | IND/NS32+ | 1,24 X 10°
NGE 44  POS 41,17 POS 11,41 | IND/NS34+ | <1,50 X 10t
SCF 82 POS 7697,78 POS 9,33 | IND/NS3 3+ ND

ND: no determinado; *Bandas observadas y su intensidad en aquellas muestras con LIA VHC IND.
*ZCarga viral expresado en Ul/mL

Hubo una paciente (II), mujer espafiola de 42 afos, que presentd un
patron de Ag VHC + (10,81 fmol/L) / Anti-VHC + (S/CO 11,59) / LIA + que

mostro discordancia respecto a la carga viral que fue negativa.
1.2 Ag VHC - Anti-VHC -

Este patrén se observo en 613 (64,39%) sueros pertenecientes a 384
pacientes, 119 mujeres y 265 varones, con edades comprendidas entre uno y
91 afios, siendo la media de 60,21 + 15,86 afios. Los valores de Ag VHC han
estado entre 0 y 9,93 fmol/L (media= 0,38 = 0,85 fmol/L) y los S/ICO de Anti-
VHC entre 0 y 0,99 (media= 0,09 % 0,11). Se determiné la carga viral en 20
muestras, siendo negativa en 18 y positiva en dos. Las dos muestras con el
patrén Ag VHC - / Anti-VHC - / PCR + pertenecieron a un unico paciente, CGJ,
cuyas circunstancias se expondran en la discusién, y en ambos casos la carga
viral resulté baja (5,89 x 10? y <1,5 x 10" Ul/mL). No se realiz6 la prueba del

LIA en ningln suero con este patrén, como se aprecia en la Tabla R.1.6.

TablaR.1.6
Desglose de resultados Ag VHC - / Anti-VHC - segun resultados LIA

Ag VHC - Ag VHC *Zgr

LIA+ 0 0

Anti-VHC - LIA- 0 0
LIAND 606 7

TOTAL 606 7

* Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como negativos.

Hubo siete muestras que han presentado este patron en las que los
valores iniciales de antigenemia se situaron en Zona Gris y que posteriormente
fueron clasificadas como negativas tras su repeticibn. Concretamente se

observaron en el primer analisis cifras de Ag VHC que oscilaron entre 3,49 y
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9,93 fmol/L con media= 4,64 + 2,69 fmol/L; en la primera repeticion oscilaron
entre 0 y 1,21 fmol/L, media= 0,39 + 0,47 fmol/L y en la segunda, y ultima
repeticion, estuvieron en un rango entre 0 y 1,13 fmol/L, media= 0,28 + 0,44
fmol/L. Los valores S/CO de Anti-VHC se situaron entre 0,03 y 0,1 siendo en
este caso la media= 0,06 + 0,024. En la Tabla R.1.7 se muestran los detalles
de dichos andlisis.

TablaR.1.7
Pacientes con el patron Ag VHC Zgr / Anti-VHC - catalogados definitivamente como negativos

Nombre Edad | *Ag VHC 1°Andlisis 2°Analisis 3°Analisis Anti-VHC PCR ALT*
EPR 62 Zgr 4,40 0,06 0,03 NEG /0,06 *ND 16
FCJ 85 Zgr 9,93 0,57 0,08 NEG /0,03 ND 10
FLJ 61 Zgr 3,49 0.00 0.03 NEG /0,04 ND 14
KK 43 Zgr 5,14 1,19 0,98 NEG /0,10 NEG 77
LLD 61 Zgr 4,40 1,21 0,00 NEG /0,06 ND 25
MLMP 42 Zgr 5,99 0,56 0,30 NEG /0,08 NEG 12
PRF 64 Zgr 571 0,00 1,13 NEG /0,08 NEG 11

*Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos.
**NS: No hubo volumen suficiente de suero para nueva determinacion. **ND: No determinada.*’ALT expresado
en Ul/mL

1.3 Ag VHC + Anti-VHC -

Se obtuvieron 10 sueros (1,05%) con este patron analitico,
pertenecientes a nueve pacientes, dos mujeres y siete varones con una edad
entre 33 y 72 afios, y una media de 51,11 + 12,45 afos. Los valores de Ag
VHC han ido desde 3,81 hasta 4154,85 fmol/L, media= 470,59 + 1302,88
fmol/L, frente a unas cifras S/CO de Anti-VHC que han oscilado entre 0,02 y
0,33; media= 0,18 + 0,09. No se realiz6 la prueba del LIA en ningln suero con
este patrén, como se aprecia en la Tabla R.1.8.

TablaR.1.8
Desglose de resultados Ag VHC +/ Anti-VHC - segun resultado LIA

Ag VHC + Ag VHC *Zgrp

LIA+ 0 0

Anti-VHC -  LIA- 0 0
LIA ND 4 6

TOTAL 4 6

* Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como positivos

Las caracteristicas de las 10 muestras, pertenecientes a nueve

pacientes, se reflejan en la Tabla R.1.9.
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TablaR.1.9
Pacientes con el patron Ag VHC + / Anti-VHC -

Nombre Edad | Ag VHC 1aAndlisis 2°Anélisis | Anti-VHC *PCR  ALT*
BMFJ 41 Zgrp 3,98 3,42 | NEG 0,23 ND 33
. e POS 11,65 -| NEG 0,15 NEG 24

Zgrp 9,32 554 | NEG 0,16 NEG 20
CRM 57 Zgrp 4,29 5,90 | NEG 0,33 NEG 73
CGJ 48 POS 477,50 -|NEG 0,02 1,37X10° 53
GVA 58 Zgrp 5,18 12,72 | NEG 0,14 ND 13
KK 43 Zgrp 3,81 3,87 | NEG 0,14 NEG 54
LAJP 72 Zgrp 3,98 4,07 | NEG 0,22 NEG 20
MOAI 44 POS 4154,85 -|NEG 0,29 596X10° 13
OLPA 64 POS 31,38 -| NEG 0,10 ND 17

ND: No determinado, Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados
como positivos; *Carga viral en Ul/mL. “ALT expresado en UI/MI.

Se observaron dos muestras (0,21%) de dos pacientes (CGJ, MOAI) con
valores notablemente elevados de antigenemia, confirmados mediante PCR, en
ambos casos con carga viral igualmente alta. Estos pacientes fueron

clasificados como falsos negativos al Anti-VHC.

En cinco muestras de cuatro pacientes la PCR fue negativa. Estas
muestras tenian un valor medio de Ag VHC de 7,31 + 3,68 fmol/L. El paciente
con dos muestras (BOS) present6 en su primer analisis una positividad cercana
al limite superior de la Zona Gris (11,65 fmol/L), mientras que en una segunda
muestra analizada dos semanas después los valores fueron inferiores pero, en
cualquier caso, no lo suficiente como para resultar negativos. Respecto a las
tres muestras restantes, todas ellas se catalogaron como positivas para Ag
VHC, tras obtener repetidamente valores de antigenemia en Zona Gris. Tras
contrastar estos resultados con la determinacion de la carga viral, todos ellos
fueron interpretados como una falsa positividad al Ag VHC. Las circunstancias

de estos pacientes se describirdn en la discusion

Por ultimo, hubo tres pacientes (BMFJ, GVA, OLPA) en los que no se
realiz6 PCR. En ellos, a tenor de sus datos clinicos y la evolucion de sus

marcadores, el resultado Ag VHC fue interpretado como falso positivo.

Estas ocho ultimas muestras, con perfil con PCR negativa o0 no

realizada, supusieron un porcentaje del 0,84% sobre el total del estudio.
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1.4 Ag VHC - Anti-VHC +

Se obtuvieron 154 sueros (16,18%) con este patron analitico,
pertenecientes a 129 pacientes, 45 mujeres y 84 varones con edades
comprendidas entre los dos meses y los 86 afos, media de 44,63 + 15,44
afos. El valor minimo de Ag VHC ha sido de 0 fmol/L, maximo de 5,81 fmol/L y
media de 0,59 + 0,97 fmol/L, frente a un valor S/CO de Anti-VHC minimo de
1,08, maximo de 17,90 y media de 7,18 £ 5,54. En 61 muestras se evalud la
carga viral, con valores comprendidos entre <15 Ul/mL y 6,25 x 10* Ul/mL y
una media de 2,72 x10° + 1,01 x 10° UI/mL. En la Tabla R.1.10 se exponen los

sueros con patrén Ag VHC - / Anti-VHC + en funcion de su resultado LIA.

Tabla R.1.10
Desglose de resultados Ag VHC - / Anti-VHC + segun resultado LIA

Ag VHC - Ag VHC *Zgr

LIA+ 75 1

Anti-VHC + LIA- 25 0
LIAIND 53 0

TOTAL 153 1

* Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como negativos

Se pudo realizar PCR a 61 de los 154 sueros, resultando 23 negativos
y 38 positivos. En la Tabla R.1.11 se exponen los detalles de las 23 muestras
Ag VHC -/ Anti-VHC +/ PCR -.
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Tabla R.1.11
Pacientes con el patron Ag VHC - / Anti-VHC +/ PCR -
Nombre Ag VHC [/Valores Anti-VHC/ Valores LIA/Bandas* PCR

ALF NEG /0,00 POS/ 1,34 IND/NS4 1+ NEG

ACR NEG /0,00 POS/ 1,35 IND/NS3+/- NEG
BGJA NEG /0,00 POS/ 3,18 IND/NS32+ NEG
DCSIJ NEG /0,00 POS/ 11,68 POS NEG
NEG /0,21 POS/ 144 IND/C12+ NEG

EKH NEG /1,80 POS / 1,27 IND/C11+ NEG

FUC NEG /2,72 POS/ 5,06 NEG NEG

GGA NEG /0,00 POS / 11,96 POS NEG
GMMI NEG /0,00 POS/ 16,22 POS NEG
HRF NEG /1,31 POS/ 15,90 POS NEG

JBE NEG /0,00 POS / 13,44 POS NEG

LPMA NEG /0,46 POS/ 12,47 POS NEG
LPS NEG /1,46 POS / 5,70 NEG NEG

MGM NEG /0,34 POS/ 16,40 POS NEG
MRR NEG /0,00 POS/ 3,88 POS NEG
MRJA NEG /2,74 POS/ 1,17 IND/NS3 1+ NEG
NMV NEG /0,21 POS/ 12,60 POS NEG
OLA NEG /0,24 POS/ 5,64 POS NEG

OSM NEG /0,00 POS / 498 IND/NS32+ NEG
PCJ Zgr /3,35 POS/ 13,14 POS NEG

RGO NEG /0,00 POS / 13,16 POS NEG
RRF NEG /0,81 POS/ 17,90 POS NEG

YR NEG /0.00 POS/ 4,33 IND/NS31+ NEG

*Bandas observadas y su intensidad en aquellas muestras con LIA VHC IND (indeterminado). Muestras
con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos.

Entre estos 23 sueros con Ag VHC - / Anti-VHC + / PCR -, hubo 13
sueros de 13 pacientes en los que se confirmd el LIA como positivo. Los
valores de los distintos parametros de estos 13 sueros oscilaron entre 0 y 3,35
fmol/L, media 0,58 + 1,12 fmol/L para Ag VHC; y entre 3,88 y 17,90, media
11,68 * 3,86 para S/CO de Anti-VHC). Todos ellos fueron interpretados como
una infeccion pasada y resuelta.

También hubo dos sueros (pacientes FUC y LPS) en los que el LIA VHC
resultdé negativo, lo que nos invita a pensar en un falso positivo del Anti-VHC
(valores Ag VHC 2,72 fmol/L y 1,46 fmol/L y valores Anti-VHC S/CO= 5,06 y
S/CO= 5,70 respectivamente).

Por altimo, se detectaron ocho sueros de siete pacientes con LIA VHC
indeterminado (valores de Ag VHC entre 0 y 2,74 fmol/L, media de 0,67 + 1,12
fmol/L, Anti-VHC S/CO= 1,17 y 4,98 media de 2,38 + 1,55). La evolucion

serologica de estos pacientes, junto con los valores S/CO de Anti-VHC bajos y
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el perfil de LIA, mostrando una Unica banda de especificidad aleatoria
(expuesto en la Tabla R.1.11), apunta a favor de un resultado falso positivo
para Anti-VHC.

En el caso de los 38 sueros de 38 pacientes con Ag VHC - / Anti-VHC +
/| PCR +, (valores de Ag VHC entre 0 y 2,89 fmol/L, media 1,25 = 0,97 fmol/L,
valores S/CO de Anti-VHC entre 10,21 y 16,51, media 13,22 = 2,18), todos
ellos salvo una muestra, presentaron una carga viral por debajo de 10* Ul/mL
(concretamente se observo un valor minimo de <15 Ul/mL, maximo de 6,25 x
10* UI/mL, media de 2,54 x 10% + 9.86 X 10°UI/mL) por lo que todos ellos se
interpretaron como falsos negativos de Ag VHC asociados a la falta de

sensibilidad de la técnica para cargas virales bajas.

En otros 93 sueros no se llevé a cabo la PCR. A continuacion
desglosamos sus resultados en funcién del resultado LIA obtenido (Tabla R.12,
R.14 y R.15).

A) LIA indeterminado:

Hubo 45 sueros de 32 pacientes, 15 mujeres y 17 varones con una edad
entre uno y 86 afos, una media de 45,03 £ 19,74 afos, en los que el patrén
obtenido fue Ag VHC - / Anti-VHC + / LIA IND / PCR ND. Los valores de Ag
VHC oscilaron entre 0 y 3,00 fmol/L, media de 0,17 = 0,51 fmol/L (Tabla
R.1.12), los valores S/CO de Anti-VHC fueron bajos, oscilando entre 1,08 y
6,06 media 2,62 + 1,38, lo cual sugiere resultados falsos positivos o pacientes
curados que estan perdiendo los Anti-VHC. Esto se correlaciona perfectamente
con los resultados de LIA indeterminados (Tabla R.1.13) donde se aprecia una
anica banda de especificidad aleatoria con predominio de la banda NS3, la
banda que, si bien mejora la sensibilidad de la técnica, también es la que con
mas frecuencia genera resultados indeterminados en el RIBA 2 y RIBA 3 (502,
505). Este fendbmeno es igual al observado en los ocho sueros de siete
pacientes con LIA indeterminado y PCR negativa descrita anteriormente.
Cuando se dispuso de mas de un suero del mismo paciente no se aprecio

variacion en el patron.
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TablaR.1.12
Pacientes con el patron Ag VHC -/ Anti-VHC + / PCR ND / LIA IND
Nombre  Ag VHC Anti-VHC LIA /Bandas* ALT*

ACR __NEG 000 POS 1,30 IND/NS3 1+ 33
ATC NEG 000 POS 324 IND/C12+ 33
AK NEG 000 POS 1,08 IND/NS4 1+ 73
BM NEG 000 POS 1,61 IND/NS3 1+ 10
BMAM NEG 000 POS 269 IND/C11+ 9
CRL NEG 000 POS 1,30 IND/NS3 1+ i
o NEG 000 POS 6,06 IND/NS32+ 23
AA NEG 000 POS 481 IND/NS33+ 16
CCG  NEG 000 POS 1,10 IND/NS3 1+ 83
NEG 036 POS 314 IND/C11+ h

EPME  \EG 000 POS 1,73 IND/C11+ 28
GGML NEG 000 POS 179 IND/C22+ i
GDMDC NEG 292 POS 142 IND/NS31+ 11
NEG 000 POS 1,21 IND/C11+ 17

HS NEG 000 POS 1,19 IND/C11+ 11
JMMG NEG 000 POS 2,15 IND/NS3 1+ 20
KCK  NEG 1,17 POS 1,10 IND/NS3+/- 9
LOT NEG 000 POS 233 IND/NS31+ 16
LEVM NEG 000 POS 281 IND/NS31+ 25
NEG 000 POS 344 IND/NS31+ 14

LGA NEG 097 POS 603 IND/NS32+ 49
MGEJ NEG 1,06 POS 217 IND/NS31+ 20
NEG 000 POS 1,49 IND/NS3 1+ 77

MGD  \EG 000 POS 1,38 IND/NS31+ 83
MEMA NEG 000 POS 124 IND/NS3+/- 17
NEG 000 POS 2,89 IND/NS3+/- 75

MFN  NEG 000 POS 270 IND/NS3+/- -
MRJA NEG 000 POS 1,10 IND/NS3+/- 15
NFA NEG 000 POS 203 IND/NS32+ 20
NEG 000 POS 1,23 IND/NS3 1+ 21

NCAJ" NEG 000 POS 134 IND/NS3+/- 26
PIY NEG 000 POS 240 IND/NS3+/- 21
PLF NEG 000 POS 1,90 IND/NS32+ 9
NEG 000 POS 375 IND/NS3 2+ 7

NEG 000 POS 363 IND/NS32+ 6

SEM  NEG 042 POS 325 IND/NS32+ 6
NEG 000 POS 420 IND/NS32+ 5

NEG 000 POS 440 IND/NS3 2+ 7

SSJF NEG 0,00 POS 241 IND/C12+ 710

SAM NEG 0,00 POS 1,92 IND/C11+ 15
NEG 0,00 POS 555 IND/C13+ 219
SSJ NEG 0,00 POS 4,40 IND/C13+ 25
UPJM NEG 0,34 POS 3,69 IND/NS31+ 19
NEG 0,00 POS 4,08 IND/NS32+ 50
YR NEG 0,00 POS 3,40 IND/NS3 1+ 50

*Bandas observadas y su intensidad en aquellas muestras con
LIA VHC IND (indeterminado). **ALT expresado en Ul/mL
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Tabla R.1.13
Distribucién de las bandas LIA VHC y sus Intensidades
en pacientes con patréon Ag VHC - / Anti-VHC +/ PCR ND /LIA IND

BANDAS LIA VHC
NS3 c1 c2 NS4

a | *F] 76 : : :

5 1+ 15 (14) 6 (4) - 1 (1)

n

z 2+ 10 (6) 2(2) 1(1) :

|_

P 3+ 1(1) 2 (1) - -

*Entre paréntesis el niumero de pacientes a los que
corresponden las muestras descritas, Hubo cuatro pacientes que
presentaron bandas distintas en cada anélisis.

Cabe destacar que en estos 45 sueros las transaminasas fueron
normales, salvo en ocho casos en los que su elevacion se puede explicar por

otras causas.

B) LIA positivo

Hubo 25 sueros de 23 pacientes, seis mujeres y 17 varones, en los que
el patrén obtenido fue Ag VHC - / Anti-VHC + / LIA + / PCR ND. La edad de
estos pacientes estuvo comprendida entre los dos meses y los 81 afios, media
de 48,36 + 16,01 afios. Las cifras de Ag VHC oscilaron entre 0 y 2,07 fmol/L,
media de 0,56 = 0,70 fmol/L, mientras que los valores S/CO de Anti-VHC
fueron relativamente bajos, entre 1,34 y 15,51, media 8,11 + 5,59. En la Tabla

R.1.14 se muestran los datos de estos pacientes.
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Tabla R.1.14
Pacientes con el patron Ag VHC -/ Anti-VHC +/ PCR ND / LIA +
Nombre Ag VHC Anti-VHC LIAVHC ALT*
ALIM NEG 1,12 POS 10,91 POS 226
AAA NEG 0,00 POS 1,90 POS 14
ATC NEG 1,28 POS 1,70 POS 36
BMJ NEG 2,07 POS 13,52 POS 261
BCV NEG 0,00 POS 2,58 POS
EEM NEG 0,99 POS 1,65 POS 8
GGC NEG 0,00 POS 10,12 POS -
NEG 0,00 POS 2,31 POS 24
GDSF NEG 000 POS 175 POS 20
HHMV NEG 0,00 POS 14,43 POS 19
JRJJ NEG 0,00 POS 12,97 POS 299
LPNM NEG 0,00 POS 11,17 POS 22
MPJ NEG 0,16 POS 11,74 POS -
NNA NEG 0,00 POS 14,82 POS 17
NCAJ NEG 0,00 POS 1,34 POS 43
PPP NEG 0,00 POS 3,72 POS 29
RRRM NEG 0,30 POS 13,59 POS 29
SEM NEG 1,48 POS 3,77 POS 8
SSDLMF NEG 1,24 POS 14,71 POS 156
SVA NEG 0,00 POS 1,55 POS 17
STJ NEG 1,56 POS 12,04 POS 42
UBR NEG 0,00 POS 7,27 POS 18
VBEA NEG 1,61 POS 15,27 POS 218

NEG 1,42 POS 15,51 POS 222
VCJIL NEG 0,75 POS 2,60 POS =
*ALT expresado en Ul/mL

En cuanto a la evaluacién de los valores de ALT en este grupo de
pacientes, encontramos que de los 25 sueros, ocho de siete pacientes
presentaron valores por encima del rango normal (ALT > 40 Ul/mL). Todos
ellos habian sido diagnosticados de infeccién por VHC.

C) LIA negativo

Hubo 23 sueros de 21 pacientes, 12 mujeres y nueve varones con una
edad que va desde los 11 a los 90 afios, media de 42,38 + 20,22 afios en los
que el patron obtenido fue Ag VHC -/ Anti-VHC +/ PCR ND / LIA -. Los valores
de Ag VHC estuvieron entre 0 y 2,72 fmol/L, media 0,71 = 0,89 fmol/L, mientras
que los de S/CO de Anti-VHC fueron todos bajos, entre 1,08 y 7,37 media=

2,51 +£1,70. En la Tabla R.1.15 se muestran los datos de estos pacientes.
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Tabla R.1.15
Pacientes con el patron Ag VHC -/ Anti-VHC +/ PCR ND / LIA -
Nombre Ag VHC Anti-VHC LIAVHC *ALT

AFF NEG 1,17 POS 4,80 NEG 19
ABV NEG 0,00 POS 7,37 NEG 14

BBS NEG 0,00 POS 1,12 NEG -

CMA NEG 0,00 POS 1,82 NEG -
CSMA NEG 2,43 POS 2,04 NEG 11
CYMP NEG 0,00 POS 1,90 NEG 262
CGR NEG 2,07 POS 1,27 NEG 11
CCR NEG 1,82 POS 1,63 NEG 17
FUC NEG 2,72 POS 5,06 NEG 28

GLB NEG 0,24 POS 1,30 NEG -

GNMA NEG 0,83 POS 1,28 NEG -
NEG 0,00 POS 3,12 NEG 13

GDC NEG 0,00 POS 3,63 NEG 14
NEG 0,75 POS 3,60 NEG 12

KM NEG 126 POS 1,40 NEG 19
LMFJ NEG 0,48 POS 1,37 NEG 14
LPS NEG 0,00 POS 5,36 NEG 20
MLF NEG 1,76 POS 2,39 NEG 21
NEF NEG 047 POS 1,36 NEG 14
PRJ NEG 0,00 POS 1,77 NEG 13
SAJ NEG 0,00 POS 1,87 NEG 31
VGJA NEG 0,29 POS 1,08 NEG 28
WA NEG 0,00 POS 1,22 NEG 65

*ALT expresado en Ul/mL

En cuanto a los valores de transaminasas, solo dos de los 20 pacientes
presentd una elevaciéon de las mismas, uno de ellos siendo moderado (paciente
WA, valor de ALT 65 UI/MI no atribuibles a VHC) en comparacion con el otro
(CYMP, ALT de 262 UI/MI).

15 AgVHCvs PCR
Se ha analizado la carga viral en 181 muestras de las 952 en las que

se ha determinado la presencia de Ag VHC (19,01% de las muestras). La

distribucion de los resultados se muestra en la Tabla R.1.16.
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TablaR.1.16
Desglose de resultados de Ag VHC frente a PCR

Ag VHC + Ag VHC - Ag VHC Zgrp Ag VHC Zgr TOTAL

2 >10°uUI/mL 70 1 1 0 72
PCR+™ <10E*UlmL 8 39 15 0 62
PCR- 2 37 4 4 47
PCR ND 80 682 5 4 771
TOTAL 160 759 25 8 952

*Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos;
Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos
*2Carga viral en Ul/mL.

La concordancia se ha cifrado en un 74,59% merced a 135 muestras
(78 Ag VHC + / PCR+, 16 Ag VHC Zgrp / PCR+; 37 Ag VHC - / PCR -, cuatro
Ag VHC Zgr/ PCR -) de las 181 evaluadas.

Entre las 134 muestras con PCR positiva, se aprecia como 40 (29,85%)
han resultado Ag VHC falsos negativos. De todos estos, un 97,5% (39 de las

40 muestras) se corresponden con cargas virales inferiores a 10* Ul/mL.

Respecto a los verdaderos positivos, también resulta llamativo ver
como entre aquellas muestras en las que los valores de Ag VHC obtenidos en
un primer analisis resultaron en Zona Gris y que posteriormente se confirmaron
como positivas, hay un predominio claro de cargas virales por debajo de las
citadas 10* UI/mL (15 de las 16 muestras con este patrén de Ag VHC). Por
altimo, y en esta misma linea, se ha apreciado como 70 de las 78 (89,74%)
muestras Ag VHC + desde un primer analisis y PCR+ presentaron cargas
virales superiores a 10* Ul/mL.

Entre las discordancias cabe destacar las seis muestras de cinco
pacientes, dos mujeres y tres varones (Tabla R.1.17), falsos positivos frente a
Ag VHC (dos positivos en un primer analisis y cuatro confirmados como

positivos tras presentar valores en Zona Gris).
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TablaR.1.17
Muestras con resultados discordantes Ag VHC / PCR

Nombre Edad | Ag VHC 1°Andlisis 22Analisis Anti-VHC LIAVHC PCR ALT
BOS 33 POS 11,65 - NEG 0,15 ND NEG 24
Zgrp 9,32 5,54 NEG 0,16 ND NEG 20
CRM 57 Zgrp 4,29 5,90 NEG 0,33 ND NEG 73
Il 42 POS 10,81 - POS 11,59 POS NEG 16
KK 43 Zgrp 3,81 3,87 NEG 0,14 ND NEG 54
LAJP 72 Zgrp 3,98 4,07 NEG 0,22 ND NEG 20

*Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos.

Dentro de este grupo, los valores minimo, maximo y media de Ag VHC
en un primer analisis fueron de 3,81, 11,65 fmol/L y 7,31 £ 3,67 fmol/L
respectivamente mientras que en el segundo andlisis para aquellas muestras
en Zona Gris fueron 3,87, 590 y 4,84 £ 1,02 fmol/L respectivamente. Los
valores medios de Anti-VHC por su parte fueron S/CO=2,09 + 4,65 con un valor
S/CO minimo de 0,14 y un maximo de 11,59. Dos de estos pacientes (BOS y
LAJP) se trataban de pacientes sometidos a sesiones de hemodialisis, mientras
gque CRM y KK estaban implicados en el programa de trasplantes. La paciente
Il estaba diagnosticada de VHC previamente y habia recibido tratamiento en

2007, objetivandose una respuesta viral sostenida que persiste hasta la fecha.

Centrandonos en las cargas virales por encima o por debajo de
10*Ul/mL tenemos que el 1,39% de las muestras (1 muestra de 72) con carga
viral por encima de dicha cifra fue Ag VHC negativo. Por otro lado, 39 (62,90%)
de las 62 muestras en las que la carga viral fue inferior a la citada cifra

resultaron en una antigenemia falsamente negativa.

Para averiguar la frecuencia de cargas virales < 10* Ul/mL hemos
analizado lo ocurrido durante el periodo de estudio (2010-2014), en el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.
En este periodo de tiempo se determind la carga viral en 5325 muestras,
resultando positivas 2854 (53,59%) con una media de 5,67x10° UI/mL y con un
total de 2562 muestras (89,77%) por encima de 10*Ul/mL y 292 (10,23%) de
191 pacientes por debajo. Al menos el 94,86% de las muestras con una carga

viral < 10* UI/mL pertenecian a pacientes tratados para la hepatitis C.
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Comparativamente, la proporcién de muestras con PCR VHC positiva
fue significativamente superior (p<0,001) a las de muestras Ag VHC positivo.
Concretamente se obtuvo un 74,03% (134 muestras de 181 a las que se
determind su carga viral) de muestras PCR+ frente a un 55,24% (100 muestras
de 181) de muestras Ag VHC+. Estos datos estan relacionados con la mayor
sensibilidad de la PCR para cargas virales inferiores a 4 logaritmos, como la
que se detecta en pacientes tratados, grupo bien representado en nuestro

estudio.

Se ha trazado una gréfica sobre 134 muestras analizadas con carga viral
positiva. Se han diferenciado los resultados segun los niveles de Ag VHC
(fmol/L) y los de ARN VHC (Ul/mL), teniendo en cuenta que:

e Valores de Ag VHC Zona Gris (> 3 fmol/L y < 10 fmol/L)

e Valores de Ag VHC > 10 fmol/L (por encima de la Zona Gris)

e Valores de carga viral > 10* Ul/mL (con niveles de ARN VHC
superiores a dicho valor tan solo se ha detectado una muestra Ag

VHC negativa).

De esta forma se ha obtenido la Gréfica R.1 (n=134) en donde se
aprecia que los resultados de Ag VHC, presentan una discreta correlacion con
los niveles de ARN VHC (r=0,5597).
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Hubo 69 pacientes de este grupo (22 mujeres y 47 varones) en los que
se determind el genotipo infectante previa solicitud del facultativo clinico.

Los genotipos de los 38 pacientes que tenian una carga viral = 10* UI/mL
se exponen en la Tabla R.1.18.

TablaR.1.18
Resultados de antigenemia en funcién de Genotipo VHC

Genotipo Ag VHC + Ag VHC - Total

1 3 0 3
la 7 0 7
1b 11 0 11

2 0 0 0

2a/2c 1 0 1
3a 7 0 7
4 6 0 6
4c/4d 2 1 3
Total 37 1 38

*En Ag VHC + se incluyen las Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente
confirmados como positivos. En Ag VHC - se incluyen las Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y
posteriormente confirmados como negativos.

Puede observarse que la prueba del Ag VHC ha sido positiva en todos
ellos excepto en un paciente con genotipo 4c/4d quien presentaba una carga
viral de 6,25 x 10* Ul/mL.

Los genotipos de los 31 pacientes que tenian una carga viral < 10* Ul/mL
se exponen en la Tabla R.1.19. De estos pacientes, hubo 21 en los que la

antigenemia resulté negativa.

Tabla R.1.19
Resultados de antigenemia en funcién de Genotipo VHC en pacientes con baja CV

Genotipo Ag VHC + Ag VHC - Total

1 0 0 0
la 2 2 4
1b 4 9 13

2 0 0 0

2a/2c 0 0 0
3a 2 7 9
4 1 1 2
4clad 1 2 3
Total 10 21 31

*En Ag VHC + se incluyen las Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente
confirmados como positivos. En Ag VHC - se incluyen las Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y
posteriormente confirmados como negativos.
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En la Tabla R.1.20 presentamos los genotipos de los 21 pacientes con

antigenemia negativa en los que la carga viral fue < 10* UI/mL.

Tabla R.1.20
Distribucién de cargas virales por genotipo
Genotipo la 1b 3a 4 4c/ad Total
VMCV - 8,76 x 10° 2,86 x 10° - - 4,59 x 10°
DS - 1,11 x 10° 7,68 x 10° - - 1,38 x 10°
Vmax 7,83x10° 263x10° 19x10° 8,04x10° 6,65x10° 6,25x 10
vmin 3,36 x 10° <15 <15 - 7,22 x 10° <15
N°S 2 9 7 1 2 21

*VMCV: Valor medio de la carga viral, DS: Desviacion estandar, Vmax: Valor maximo, Vmin: Valor
minimo. N°S: N° de sueros con ese genotipo. Las cargas virales se expresan en Ul/mL:

1.6 Resultados en Zona Gris

En total, 33 sueros (3,46%) resultaron en Zona Gris, correspondientes a
32 pacientes, 21 varones y 11 mujeres, con una edad media de 51,81+12,38
afos. Hubo 25 (76,76%) sueros en los que, tras repeticién, se confirmé el
resultado de Ag VHC como positivo, 17 hombres y ocho mujeres, con valores
de antigenemia entre 3,02 y 9,32 (media: 5,74+1,81), frente a ocho (24,24%),
cuatro mujeres, cuatro varones, con valores de antigenemia entre 3,35 y 9,93

(media: 5,30+2,10) que fueron valorados definitivamente como negativos.

Entre los confirmados como positivos, se observaron 19 sueros con Anti-
VHC vy LIA positivos, 16 de ellos con PCR realizada y que resultdé positiva, en
rangos 10%-10* Ul/ml. En otros seis (21,21%), con valores de Ag VHC entre
3,81y 9,32 (media= 4,99 £ 1,96), se obtuvieron resultados Anti-VHC negativos,
en cuatro de los cuales se pudo realizar PCR con resultado negativo, no asi en

los dos sueros restantes donde no hubo muestra suficiente.

En cuanto a los confirmados como negativos, siete sueros resultaron
Anti-VHC negativos, en tres de ellos se pudo realizar PCR que fue negativa Por
altimo, el suero restante de este grupo, presentd valores positivos para Anti-

VHC siendo en este caso la PCR negativa.

Sus resultados en funciéon del resultado de la determinacion de Anti-VHC

asi como de PCR se muestran en las tablas R.1.21 y R.1.22.
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En la tabla R.1.21 se exponen los resultados de aquellas muestras en
las que se obtuvo un primer resultado en Zona Gris y los patrones que estas

mostraron en combinacién con su determinacion de Anti-VHC.

TablaR.1.21
Desglose de resultados de Ag VHC en Zona Gris frente a Anti-VHC

Ag VHC Zgrp Ag VHC Zgrn TOTAL

Anti VHC+ 19 1 20
Anti VHC- 6 7 13
TOTAL 25 8 86

Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos; Zgr: Muestras con
primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos

En la tabla R.1.22 se exponen los resultados de aquellas muestras en
las que se obtuvo un primer resultado en Zona Gris y los patrones que estas
mostraron en combinacion con su determinacion de la carga viral.

Tabla R.1.22
Desglose de resultados de Ag VHC en Zona Gris frente a PCR

Ag VHC Zgrp Ag VHC Zgrn TOTAL

PCR+ 16 0 16
PCR- 4 4 8
TOTAL 20 4 24

Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos; Zgr: Muestras con
primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos

Los detalles de las sucesivas determinaciones de antigenemia en los

pacientes incluidos en este grupo asi como sus resultados de Anti-VHC, LIA y
PCR, se exponen en la Tabla R.1.23.
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Tabla R.1.23
Pacientes con resultado de Ag VHC en Zona Gris

NOMBRE | Ag VHC Repeticiones ANTI-VHC LIA “PCR *ALT
BMJ Zgrp 709 846 - |POS 11,37 POS 1,50x10° 32
BMFJ Zgrp 3,98 3,42 - NEG 0,23 ND ND 33
BOS Zgrp 932 554 - |NEG 0,16 ND NEG 20
CRM Zgrp 4,29 5,90 - NEG 0,33 ND NEG 73
CGMT Zgrp 4,12 5,08 - POS 10,71 POS ND 20
CCM Zgrp 6,36 4,56 - POS 11,21 POS 1,37x10° 43
EPR Zgr 4,40 0,06 0,03 | NEG 0,06 ND ND 16
ERM Zgrp 7,48 9,04 - POS 12,35 POS 5,21x10° 45
EBJ Zgrp | 422 420 - |POS 1155 POS 1,25x10° 17
FCJ Zgr 9,93 0,57 0,08 | NEG 0,03 ND ND 10
FLJ Zgr 3,49 0,00 0,30 | NEG 0,04 ND ND 14
GRJJ Zgrp 6,24 312 - |POS 1523 POS 245x10° 30

GGCM Zgrp 4,01 6,43 - POS 10,12 POS 1,18x 10? -
GMAM Zgrp 4,48 8,49 - POS 16,01 POS ND 78
GVA Zgrp 5,18 12,72 - NEG 0,14 ND ND 13
KK Zgrp 3,81 3,87 - NEG 0,14 ND NEG 54
Zgr 514 1,19 0,98 | NEG 0,10 ND NEG 77
LAJP Zgrp 3,98 4,07 - NEG 0,22 ND NEG 20
LLA Zgrp 572 4,33 - POS 1549 POS 1,79x10° 36
LLD Zgr 440 1,21 0,00 | NEG 0,06 ND ND 25
MIO Zgrp 5,69 5,99 - POS 12,83 POS 5,04x10° 32
MCMP Zgrp 3,02 342 - |POS 1425 POS 231x10° 24
MANA Zgrp 7,17 5,65 - POS 16,41 POS 4,62x10° 25
MAJ Zgrp 8,37 7,37 - POS 12,15 POS 3,63x10° 18
MLMP Zgr 599 0,56 0,30 | NEG 0,08 ND NEG 12
NGAR Zgrp 422 821 - |POS 10,25 POS 3,90x10° 72
oM Zgrp 645 757 - |POS 14,62 POS 188x10° -

PRF Zgr 571 1,12 0,00 | NEG 0,08 ND NEG 11
PCJ Zgr 3,36 1,25 157 | POS 13,14 POS NEG 28
RPCL Zgrp 4,82 6,00 - POS 12,10 POS ND 383
RZPD Zgrp 8,73 7,53 - POS 14,28 POS 1,50 x 10" 31
RVJC Zgrp 580 7,01 - POS 1521 POS 4,78x10° 598
SPG Zgrp 8,92 9,57 - POS 1551 POS 1,95x10* 84

Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos;
Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos
ND: no determinado;*ALT expresada en UI/mL;*ZCarga viral en Ul/mL.
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TablaR.1.24
Resumen resultados Grupo estudio n°1
Ag VHC Anti-VHC PCR VHC
Grupo N° sueros
Max Min Media Max | Min Media Max Min Media

Ag VHC +/ . . .

) 175 >20.000 | 3,02 | 2.596,66 £+ 3.979,78 | 19,28 | 1,29 | 13,58 +2,71 6,9 x 10 <15 3,45x10"+£9,48 x 10
Anti-VHC +
Ag VHC -/

i 613 9,93 0 0,38 £ 0,85 0,99 0 0,09+0,11 NV
Anti-VHC -
Ag VHC +/

) 10 4.154,85 | 3,81 470,59 + 1.302,88 0,33 0,02 0,18 +£ 0,09 NV
Anti-VHC -
Ag VHC -/ 154 5,81 0 0,59 + 0,97 17,9 | 1,08 | 7,18+554 | 6,25x 10* | <15 2,72 x 10+ 1,01 x 10°
Anti-VHC +

*Ag VHC expresado en fmol/L; Anti-VHC expresado en S/CO; PCR expresado en Ul/mL; NV: N° de muestras insuficiente por lo que no es
valorable; Max= Valor maximo observado; Min= valor minimo observado. Hubo pacientes que en sus diversos andlisis presentaron patrones
diferentes por lo que figuran en mas de un grupo.

En la tabla R.1.24 se expresan los valores de Ag VHC Anti-VHC y PCR en funcién de los cuatro perfiles seroldgicos de VHC expuestos al

principio. Como puede verse el grupo con Ag VHC y Anti-VHC positivos presenta valores medios significativamente més elevados en comparacion con

cada uno de los tres otros grupos (p < 0,05).
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A continuacion detallamos los resultados obtenidos en las dos
poblaciones especificas evaluadas, para precisar si alguno de los resultados
apreciados en el conjunto de los pacientes podria ser matizado por el tipo de
paciente.

Grupo 2- Pacientes hemodializados

En este grupo hemos analizado 391 sueros de 183 pacientes, 76
mujeres y 107 varones, con edades comprendidas entre los 19 y 93 afios, con
una edad media de 65,31 = 15,99 afios y cuyos resultados exponemos de la

siguiente manera:

e En la Tabla R.2.1 se detallan los resultados de la determinacion
de Ag VHC y de Anti-VHC de muestras pertenecientes a
pacientes hemodializados.

Tabla R.2.1
Comparacion de resultados de Ag VHC y Anti-VHC

Ag VHC + Ag VHC - TOTAL

Anti-VHC + 15 14 29
Anti-VHC - 3 359 362
TOTAL 18 373 SIil

e En la Tabla R.2.2 se detallan los resultados de la determinacion
de Ag VHC y de PCR en aquellas muestras pertenecientes a

pacientes hemodializados.

Tabla R.2.2
Comparacion de resultados de Ag VHC y PCR

Ag VHC + Ag VHC - TOTAL

PCR + 4 1 5
PCR - 3 3 6
TOTAL 7 4 11
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En términos globales se observan resultados concordantes en el
95,65% (merced a 374 de 391 muestras) y en un 63,63% de las muestras en
las que se determindé Ag VHC y ARN viral (7 de 11 sueros). Por el contrario, el
4,35% (17 sueros de los citados 391 con determinacion de Ag VHC y Anti-
VHC) y el 36,37% (4 sueros de 11 con determinacion de antigenemia VHC y
PCR) respectivamente presentaron resultados discordantes. Cabe destacar
que de las seis muestras con patron Ag VHC + / PCR - observadas en el

estudio global, tres correspondieron a este grupo.

A continuacién se desglosan los diferentes patrones en funcion de sus
valores de antigenemia (discerniendo entre resultados de Ag VHC positivos,
negativos y aquellos cuyos valores en un primer analisis resultaron en el rango

de la Zona Gris por lo que requirieron repetir la técnica) y Anti-VHC.

2.1 Ag VHC + Anti-VHC +

Se obtuvieron 15 sueros (3,83%), con este patron analitico. El valor
minimo de Ag VHC ha sido de 7,17, mientras que el maximo ha sido de
10.531,55 con una media de 3272,96 + 3779,74 fmol/L, frente a un valor S/CO
minimo de Anti-VHC de 11,12 y maximo de 14,84; media 15,06 + 1,48. En la
Tabla R.2.3 se desglosan los resultados de los sueros con patron Ag VHC + /
Anti-VHC +.

Tabla R.2.3
Desglose de resultados, valores de Ag VHC y LIA

Ag VHC + Ag VHC *Zgrp Ag VHC “*Zgr

LIA+ 14 1 0

Anti-VHC + LIA- 0 0 0
LIAIND 0 0 0

TOTAL 14 1 0

* Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente
confirmados como positivos.>Zgr: Muestras con primer resultado en
Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos

Una Unica muestra presento un patron con Anti-VHC + con valores de
Ag VHC en el primer andlisis en Zona Gris (Zgr) y posteriormente se confirmo
como positiva. Dicha muestra pertenece a MANA, varén de 61 afios procedente

de Guinea Ecuatorial y cuyos diferentes analisis se exponen en la Tabla R.2.4.

178



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA]

TablaR.2.4
Diferentes analisis a los que ha sido sometido el paciente MANA
Fecha Ag VHC 1°Analisis 2°Analisis Anti-VHC LIA *PCR “ALT
19/02/2010 NEG 1,22 - POS 16,17 POS 7,83 X 10° 16
08/05/2012 POS 146,42 = POS 1552 POS 3,73 X 10* 23
| 06/11/2012  Zgrp 7,17 5.65 POS 16,41 POS 4,62 X 10° 25
12/11/2013 POS 11,45 = POS 14,68 POS ND 21

*Carga viral expresada en Ul/mL; **Valores ALT expresados en Ul/mL.

Analizando la evolucién de los diversos patrones de este paciente,
podemos deducir que, coincidiendo con niveles de carga viral moderadamente
bajos (en dos de los tres anélisis se cifr6 por debajo de 10*Ul/mL, valor que se
estima como el limite de deteccion de la técnica para la determinacion de la
antigenemia segun la literatura consultada), en una de las determinaciones de
antigenemia, el resultado fue falsamente negativo mientras que en el otro
presentd el ya mencionado patron de Ag VHC en Zona Gris en un primer
andlisis que posteriormente se confirmaria como positivo. En todo momento

sus valores de ALT permanecieron dentro del rango de la normalidad.

2.2 Ag VHC - Anti-VHC -

Se obtuvieron 359 sueros (91,81%) con este patron analitico. El valor
minimo, méximo y medio de Ag VHC han sido 0, 1,76 y 0,26 = 0,68 fmol/L
respectivamente frente a unos valores S/CO de Anti-VHC de 0,22, 0y 0,1
0,04 respectivamente. En la Tabla R.2.5 se desglosan los resultados de los
sueros con patrén Ag VHC -/ Anti-VHC -.

Tabla R.2.5
Desglose de resultados, valores de Ag VHC y LIA

Ag VHC - Ag VHC *Zgr

LIA+ 0 0

Anti-VHC -  LIA- 0 0
LIA ND 354 5

TOTAL 354 5

* Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como negativos.

En las muestras que han presentado este patrén solo destacan las
cinco (1,39% respecto a todas las muestras encontradas con este perfil) que

mostraron valores en Zona Gris en un primer analisis (ver Tabla R.2.6).
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Tabla R.2.6
Pacientes con el patron Ag VHC Zgr / Anti-VHC -

Nombre ED | *Ag VHC  1°Andlisis  2°Anédlisis  3°Analisis Anti-VHC PCR ALT*
EPR 62 Zgr 4,40 0,06 0,03 | NEG /0,06 *ND 16
FCJ 85 Zgr 9,93 0,57 0,08 | NEG /0,03 ND 10
FLJ 61 Zgr 3,49 0.00 0.03 | NEG /0,04 ND 14
MLMP 42 Zgr 5,99 0,56 0,30 | NEG /0,08 NEG 12
PRF 64 Zgr 5,71 0,00 1,13 | NEG /0,08 NEG 11

*Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos.
*2NS: No hubo volumen suficiente de suero para nueva determinacion. **ND: No determinada.**ALT expresado
en Ul/mL

Siendo en todos los casos el resultado concordante con los resultados
de Anti-VHC hallados, en dos casos (MLMP y PRF) se pudo realizar la PCR,
siendo esta igualmente negativa y confirmandose, asi, la negatividad de la
infeccion actual. No se dispusieron de determinaciones de la carga viral en el

resto de pacientes con este patron analitico.

2.3 Ag VHC + Anti-VHC -

Se obtuvieron tres sueros de dos pacientes con este patrén analitico.
En la Tabla R.2.7 se desglosan los resultados de los sueros con patrén Ag
VHC + / Anti-VHC -.

Tabla R.2.7
Desglose de resultados, valores de Ag VHC y LIA

Ag VHC + Ag VHC *Zgrp

LIA+ 0 0

Anti-VHC -  LIA- 0 0
LIA ND 1 2

TOTAL 1 2

* Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como positivos

Los datos correspondientes a cada uno de los analisis se reflejan en la
Tabla R.2.8.

Tabla R.2.8
Pacientes con el patron Ag VHC +/ Anti-VHC -

Nombre ED | Ag VHC 1la Andlisis 2°Andlisis | Anti-VHC PCR ALT*®

POS 11,65 - NEG 0,15 NEG 24
BOS 331 zum 9.32 554 | NEG 016 NEG 20
LAJP 72 Zgrp 3,98 4,07 | NEG 0,22 NEG 20

* Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos;
*2Carga viral en Ul/mL. *>ALT expresado en Ul/mL
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Se analizaron las tres muestras mediante PCR resultando esta
negativa, lo cual sugiere un falso positivo al Ag VHC. Destaca los patrones que
presentd el paciente BOS, con dos muestras, quien en su primer analisis
mostraba una positividad cercana al limite superior de la Zona Gris (11,65
fmol/L), mientras que en una segunda muestra analizada dos semanas
después los valores fueron ligeramente inferiores pero, en cualquier caso, no lo
suficiente como para resultar negativos, por lo que, tras contrastar con la
determinacién de la carga viral ambos sueros, se confirmaron como un patrén
de falsa positividad. Respecto al paciente LAJP, su determinacion de Ag VHC
resultd positiva tras obtener repetidamente valores de antigenemia en Zona
Gris y en ambos casos con valores cercanos al limite inferior de ésta. En las
tres muestras los valores de Anti-VHC fueron negativos con valores S/CO muy

bajos.

24  Ag VHC - Anti-VHC +

Se obtuvieron 14 sueros con este patron analitico. Los valores de Ag
VHC han estado comprendidos entre 0 y 2,07, media de 0,42 + 0,68 fmol/L,
frente a unos valores maximo y minimo de S/CO de Anti-VHC de 1,26 y 16,17,
media 6,14 = 5,09. En la Tabla R.2.9 se desglosan los resultados de los sueros
con patrén Ag VHC - / Anti-VHC +.

Tabla R.2.9
Desglose de resultados, valores de Ag VHC y LIA

Ag VHC - Ag VHC *Zgr

LIA+ 3 0

Anti-VHC + LIA- 4 0
LIA IND 7 0

TOTAL 14 0

* Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como negativos

Se pudo realizar PCR a uno de los 14 sueros. Dicho suero pertenecié
al paciente MANA quien, en este caso, presentaba un patrén Ag VHC - / Anti-
VHC + / LIA + (la evaluacién de los resultados de todos los sueros analizados
de esta paciente pueden verse en la Tabla R.2.4) resultando la PCR positiva

con una carga viral de 7,83 x 10°UI/mL.
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A continuacion desglosamos los resultados de las muestras con este
patron y sin determinacién de PCR paralela, en funcion del resultado LIA
obtenido (Tabla R.2.10, R.2.12, R.2.13).

A) LIA indeterminado:

Tabla R.2.10
Pacientes con el patron Ag VHC - / Anti-VHC +/ PCR ND / LIA IND

Nombre Ag VHC  Anti-VHC LIA /Bandas* ALT*
NEG 0,00 POS 6,06 IND / NS3 2+ 23
NEG 0,00 POS 481 IND / NS3 3+ 16
NEG 0,00 POS 3,75 IND / NS3 2+ 7
NEG 0,00 POS 3,63 IND / NS3 2+ 6
SEM NEG 0,42 POS 3,25 IND / NS3 2+ 6
5
7

CGAA

NEG 0,00 POS 4,20 IND / NS3 2+
NEG 0,00 POS 4,40 IND / NS3 2+

*Bandas observadas y su intensidad en aquellas muestras con
LIA VHC IND (indeterminado). “2ALT expresado en Ul/mL

Hubo siete sueros de dos pacientes, una mujer (paciente SEM, cinco
sueros) y un varon (paciente CGAA, dos sueros) con una edad de 71 y 45 afios
respectivamente, en los que el patron obtenido fue Ag VHC - (valor minimo 0
fmol/L, maximo 0,42 fmol/L, media 0,06 + 0,16 fmol/L) / Anti-VHC + / PCR ND
(no determinada)/ LIA IND. Los valores S/CO de Anti-VHC son bajos (minimo
3,25, maximo 6,06, media 4,36 * 1,26), lo cual acostumbra a traducirse en
falsos positivos o pacientes curados que estan perdiendo los Anti-VHC. Esto se
correlaciona perfectamente con los resultados de LIA indeterminados (Tabla
R.2.11) tras cuya determinacion unicamente se detectd la banda NS3, la mas
sensible y especifica de todas las bandas LIA.

TablaR.2.11

Distribucién de las bandas LIA VHC y sus Intensidades
en pacientes con patréon Ag VHC - / Anti-VHC +/ PCR ND /LIA IND

BANDAS LIA VHC
NS3 c1 c2 NS4 NS5

+/- _ _ ) ) ;
2
S 1+ ] ] ] ) ;
0

2+ ) ) ) )
E 6 (2)
|_
Z 3+ 1(1) - - - -

*Entre paréntesis el nimero de pacientes a los que
corresponden las muestras descritas
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B) LIA positivo

En la Tabla R.2.12 se muestran los dos sueros de dos pacientes (se
excluye el andlisis del paciente MANA el cual ya ha sido evaluado
previamente), una mujer y un varon con unas edades de 68 y 70 afios
respectivamente, en los que el patron obtenido fue Ag VHC - / Anti-VHC + /
PCR ND / LIA +. La diferencia entre los valores de Anti-VHC en cada uno de
estos pacientes es notable, siendo dicho valor mas alto en el caso del paciente
NNA (S/CO= 14,82) mientras que, en el caso del paciente SEM, fue
sensiblemente inferior (valor S/CO= 3,77). En esta descripciobn no esta el

paciente con este patron y PCR positiva (paciente MANA).

Tabla R.2.12
Pacientes con el patron Ag VHC -/ Anti-VHC +/ PCR ND / LIA +
Nombre Edad Ag VHC Anti-VHC LIAVHC ALT*
NNA 68 NEG 0,00 POS 14,82 POS 17
SEM 70 NEG 1,48 POS 3,77 POS 8

*ALT expresado en Ul/mL

C) LIA negativo

En la Tabla R.2.13 se muestran los cuatro sueros de dos pacientes, una
mujer (con tres sueros) y un varén con unas edades de 74 y 30 afios
respectivamente, en los que el patrén obtenido fue Ag VHC - / Anti-VHC + / LIA
- /IPCR ND. Los valores de Anti-VHC son bajos en todos los casos (media
S/CO= 2,44 + 1,64) con un valor S/ICO maximo de 3,63 frente a un minimo de
1,27.

Tabla R.2.13
Pacientes con el patron Ag VHC - / Anti-VHC +/ PCR ND / LIA -
Nombre Edad Ag VHC Anti-VHC LIAVHC ALT
NEG 2,07 POS 1,27 NEG 11
CeR 30 NEG 0,00 POS 3,12 NEG 13
NEG 0,00 POS 3,63 NEG 14
Gbe 4 NEG 0,75 POS 3,6 NEG 12

*ALT expresado en Ul/mL
Todos los sueros fueron considerados como falsos positivos Anti-VHC.
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2.5 Ag VHC vs PCR

Se ha determinado la carga viral en 11 muestras de las 391 en las que
se ha evaluado la presencia de Ag VHC (2,81% de las muestras). La
distribucion de los resultados se muestra en la Tabla R.2.14.

Tabla R.2.14
Desglose de resultados de Ag VHC frente a PCR
Ag VHC + Ag VHC - Ag VHC Zgrp Ag VHC Zgr TOTAL

L2 >10"Ul/mL 3 0 0 0 3

PCR+™ " _10*uimL 0 1 1 0 2

PCR- 1 1 2 2 6
PCR ND 11 366 0 3 380
TOTAL 15 368 3 5 391

*Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos;
2 .
*“Carga viral en Ul/mL

La concordancia se ha cifrado en un 63,63% merced a siete muestras
(tres Ag VHC + / PCR+, un Ag VHC Zgrp / PCR+; uno Ag VHC -/ PCR -, dos
Ag VHC Zgr/ PCR -) de las 11 evaluadas.

Los detalles de las 11 muestras a las que se ha realizado PCR se

exponen en la Tabla R.2.15.

Tabla R.2.15
Pacientes en hemodialisis con determinacion paralela de Ag VHC y PCR
Nombre | Sexo | Edad | Ag VHC Anti-VHC LIA VHC PCR ALT

POS 11,65 NEG 0,15 ND NEG 24

BOS v 33 Zgrp 9,32 NEG 0,16 ND NEG 20
FMA \Y 67 POS 7557,57 POS 14,84 POS 3,11 X 10° 72
LAJP Y 72 Zgrp 3,98 NEG 0,22 ND NEG 20
NEG 1,22 POS 16,17 POS 7,83x10° 16

MANA Vv 63 POS 146,42 POS 15,52 POS 3,73x 10" 23
Zgrp 7,17 POS 1641 POS  462x10° 25

MLMP F 42 Zgr 599 NEG 0,08 ND NEG 12
PRF \Y 64 Zgr 5,71 NEG 0,08 NEG NEG 11
SCJA Y 73 NEG 0,96 NEG 0,08 NEG NEG 15
SCT F 65 POS 5252,49 POS 14,94 POS 2,52x 10" 42

*Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos;
*2Carga viral en UI/MI: ALT en Ul/mL

Entre las cinco muestras con PCR positiva, se aprecia como una de
estas ha resultado Ag VHC falso negativo, correspondiente al paciente MANA,
cuyo caso se ha expuesto en el apartado correspondiente a muestras con
patréon Ag VHC + / Anti-VHC + (Tabla R.2.4).
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Por otro lado, analizando las seis muestras con PCR negativas,
tenemos tres muestras de dos pacientes, BOS y LAJP, que han presentado

resultados de Ag VHC discordantes. Ambos casos se exponen en el apartado

correspondiente a las muestras con patron Ag VHC + / Anti-VHC - (Tabla
R.2.8).
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Tabla R.2.16
Resumen resultados Grupo estudio n°2
Ag VHC Anti-VHC
Grupo N° sueros
Max Min Media Max Min Media
Ag VHC +/ Anti-
15 10.531,55 7,17 3.272,96 £ 3.779,74 14,84 11,12 15,06 + 1,48
VHC +
Ag VHC -/ Anti-
359 1,76 0 0,26 £ 0,68 0,22 0 0,1 +£0,04
VHC -
Ag VHC +/ Anti-
3 11,65 3,98 8,31 + 3,93 0,22 0,15 0,18 £ 0,03
VHC -
Ag VHC -/ Anti- 14 2,07 0 0,42 + 0,68 16,17 1,26 6,14 + 5,09
VHC +

*Ag VHC expresado en fmol/L; Anti-VHC expresado en S/CO; NV: Todas las muestras han resultado negativas por lo que no es valorable; Max= Valor maximo
observado; Min= valor minimo observado.

En la tabla R.2.16 se expresan los valores de Ag VHC Anti-VHC y PCR en funcién de los cuatro perfiles serologicos de VHC expuestos al principio.
Como puede verse el grupo con Ag VHC y Anti-VHC positivos presenta valores medios significativamente mas elevados en comparacion con cada uno de los
tres otros grupos (p < 0,05).

186




[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA]

Grupo 3- Pacientes incluidos en un programa de

trasplantes

En este grupo hemos analizado 315 sueros de 257 pacientes, 63
mujeres y 194 varones, con una edad que va desde los 17 a los 85 afios,
siendo la media de 57,51 + 13,22. Dichos pacientes se correspondieron con
176 posibles receptores (163 de higado, 12 rifibn y uno corazén) y 81 posibles
donantes. Entre los posibles donantes 28 fueron descartados, 27 de ellos
presentaron el patron Ag - / Anti-VHC - mientras que uno de ellos presentd un
patron de infeccidon activa con Ag VHC + / Anti-VHC +, que evaluaremos

posteriormente.

e En la Tabla R.3.1 se detallan los resultados de la determinacion
de Ag VHC y de Anti-VHC de muestras de pacientes incluidos en
el programa de trasplantes.

TablaR.3.1
Comparacion de resultados de Ag VHC y Anti-VHC

Ag VHC + Ag VHC - TOTAL

Anti-VHC + 76 12 88
Anti-VHC - 6 221 227
TOTAL 82 233 315
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e En la Tabla R.3.2 se detallan los resultados de la determinacion
de Ag VHC y de Anti-VHC en muestras de pacientes posibles
donantes de oOrganos para analizar la capacidad de ambos

indicadores para detectar infeccion por VHC.

Tabla R.3.2
Comparacion de resultados de Ag VHC y Anti-VHC

Ag VHC + Ag VHC - TOTAL

Anti-VHC + 1 0 1
Anti-VHC - 0 80 80
TOTAL 1 80 81

e En la Tabla R.3.3 se detallan los resultados de la determinacion
de Ag VHC y de PCR de muestras de pacientes incluidos en el

programa de trasplantes, todos ellos posibles receptores.

Tabla R.3.3
Comparacion de resultados de Ag VHC y PCR

Ag VHC + Ag VHC - TOTAL

PCR + 20 0 20
PCR - 2 3 5
TOTAL 22 3 25

En términos globales se observan resultados concordantes en el
94,29% de las muestras en las que se determind Ag VHC y Anti-VHC (merced
a 297 de 315 muestras) y en un 92,00% de las muestras en las que se
determiné Ag VHC y ARN viral (23 de 25 sueros). Por el contrario, un 5,71%
(un total de 18 sueros de los citados 315 con determinacién de Ag VHC y Anti-
VHC) y un 8,00% (2 sueros de 25 con determinacion de antigenemia VHC y
PCR) respectivamente presentaron resultados discordantes. Cabe destacar
que, en el grupo de posibles donantes de 6rganos, la concordancia entre Ag
VHC y Anti-VHC fue del 100%. Todas las discordancias observadas tanto entre
Ag VHC y Anti-VHC asi como entre Ag VHC y PCR en este grupo poblacional
corresponden al grupo de pacientes candidatos a receptores de 6rganos. En el
caso de las PCR, se debe en gran medida a que no se realizé determinacion
de carga viral alguna en el grupo de posibles donantes por la situacion de

urgencia.
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A continuacion se desglosan los diferentes patrones en funcion de sus
valores de antigenemia (discerniendo entre resultados de Ag VHC positivos,
negativos y aquellos cuyos valores en un primer analisis resultaron en el rango
de la Zona Gris por lo que requirieron repetir la técnica) y Anti-VHC. Igualmente

se pormenorizan aquellos resultados con patrones discrepantes.

3.1  Ag VHC + Anti-VHC +

Se obtuvieron 76 sueros (24,12%) con este patron analitico que han
pertenecido a 60 pacientes, 59 posibles receptores (25,21% de los receptores)
(58 de higado, una de rifion) y una posible donante (1,23% de los donantes).
Los valores de Ag VHC oscilaron entre 4,12 y 15993,34, media de 2464,79 +
3297,50 fmol/L. Los valores S/CO de Anti-VHC estuvieron comprendidos entre
6,00 y 19,28, media de 13,63 £ 2,53. Los valores de la carga viral en aquellas
muestras con este patrén donde fue determinada (19 sueros) fueron desde
<1,5 x 10" Ul/mL hasta 6,9 x 10" UI/mL con un valor medio de 5,73 x 10°+ 1,64
x 10" Ul/mL. La paciente posible donante fue descartada para tal fin. En la
Tabla R.3.4 se desglosan los resultados de los sueros con este patrén.

TablaR.3.4
Desglose de resultados, valores de Ag VHC y LIA

Ag VHC + Ag VHC “*Zgrp

LIA+ 72 4

Anti-VHC + LIA- 0 0
LIAIND 0 0

TOTAL 72 4

x Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente
confirmados como positivos.

En las cuatro (1,26% de las evaluadas en este grupo) muestras con
Anti-VHC + y cuyos valores de Ag VHC resultaron en Zona Gris, los valores
presentados de Ag VHC en el primer analisis fueron desde 4,12 a 7,09 fmol/L,
siendo la media de 5,12 = 1,34 fmol/L, en el segundo analisis oscilaron entre
6,00 y 8,46 fmol/L, media 6,99 + 1,75 fmol/L. La media de los valores S/CO de
Anti-VHC ha sido 12,78 + 2,26. Los datos de las muestras en Zona Gris

confirmadas como positivas se exponen en la Tabla R.3.5.
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Tabla R.3.5
Pacientes con valores de Ag VHC en Zona Gris
Paciente Edad | Ag VHC 1°Analisis  2° Andlisis Anti-VHC LIA *PCR
BMJ 47 Zgrp 7,09 8,46 | POS/12,32 POS <15x10
CGMT 63 Zgrp 4,12 503| POS/10,71 POS ND
GMAM 69 Zgrp 4,48 8,49 | POS/16,01 POS ND
RPCL 47 Zgrp 4,82 6,00 | POS/12,10 POS ND

: - - - . 2
*Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos; * Carga
viral en Ul/mL.

Se efectu6 PCR en una de las cuatro muestras (Tabla R.3.5)
mostrando una carga viral practicamente indetectable (carga viral <1,5x10*

Ul/mL), perteneciendo esta muestra a un paciente en tratamiento.

3.2 Ag VHC - Anti-VHC -

Se obtuvieron 221 sueros (70,15%) con este patron analitico. Los
valores de Ag VHC han estado entre 0 y 5,14 fmol/L, media de 0,51 + 0,81
fmol/L y unos valores S/CO de Anti-VHC entre 0 y 0,99, media 0,11 £+ 0,11.
Dentro de este grupo encontramos 80 muestras (98,76%) pertenecientes a
otros tantos pacientes posibles donantes, de los cuales 27 fueron descartados
por razones meédicas, judiciales o familiares. En cuanto a las 141 muestras
pertenecientes a candidatos a recibir un trasplante (63,80% de las muestras
con este patron por lo tanto) hubo 129 pertenecientes al programa de
trasplante hepatico, 11 renales y un cardiaco. En la Tabla R.3.6 se desglosan

los resultados de los sueros con este patron.

Tabla R.3.6
Desglose de resultados, valores de Ag VHC -y LIA

Ag VHC - Ag VHC *Zgr

LIA+ 0 0

Anti-VHC -  LIA- 0 0
LIA ND 220 1

TOTAL 220 1

* Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como negativos.

En las muestras que han presentado este patron solo destaca la que
mostré un valor Ag VHC en Zona Gris en un primer analisis y que pertenecia a
la paciente KK. A esta paciente, mujer de 43 afios de origen marroqui, se le
pudieron analizar tres muestras en el marco de este estudio, asi como otra

muestra mas al margen del mismo (Tabla R.3.7).
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Tabla R.3.7
Patrones observados en la paciente KK

Nombre Fecha Ag VHC 1°Analisis Repeticion Anti-VHC  PCR ALT*
15/04/2009 ND NEG /0,12 ND 45
KK 05/01/2012 | Zgrp 3,81 3,87 NEG /0,14 NEG 54
16/03/2012 Zgr 5,14 *1,19/0,98 | NEG /0,10 NEG 77
30/03/2012 | NEG 0,00 ND NEG /0,10 ND 38

Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos; Zgrp:
Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos; ND: No
determinado; ALT expresado en UI/MI. * Valores correspondientes a 2°y 3° andlisis respectivamente.

Una de las muestras seguia el patrén Ag VHC + / Anti-VHC - mientras
que en otras dos resultaron Ag - / Anti-VHC - y en la evaluada al margen de
nuestro estudio Unicamente se determind la presencia de Anti-VHC siendo la
misma negativa. En ninguna de dichas muestras se determino el LIA. Las dos
primeras muestras evaluadas dentro de nuestro estudio (separadas en el
tiempo por 70 dias) dieron resultados de Ag VHC en Zona Gris. La primera se
confirmd positiva tras repeticion por duplicado, en contraposicion con la
determinacion de la carga viral que resultd negativa. La segunda muestra se
corresponde con la descrita en este apartado, confirmada como negativa tras
repeticion por duplicado (Tabla R.3.7), y resultando la carga viral negativa de
nuevo. El 30 de marzo de 2012 (es decir, 14 dias después del anterior analisis),
tras ser sometida al trasplante hepatico, se recibié una tercera muestra de esta
paciente, determinandose negativa la presencia tanto de Ag VHC como de
Anti-VHC. Los valores de ALT analizados en las primeras muestras fueron
moderadamente elevados mientras que el analisis de la Ultima muestra dio un

resultado dentro del rango considerado como normal.

3.3  Ag VHC + Anti-VHC -

Se obtuvieron seis (1,90%) sueros pertenecientes a seis pacientes, con
este patron analitico, todos ellos candidatos a receptor de trasplante hepatico.
Los valores observados de Ag VHC han estado entre 3,81 y 477,50 fmol/L, con
una media de 87,69 £ 191,27 fmol/L. Los valores S/CO de Anti-VHC han
estado entre 0,02 y 0,33, media de 0,16 + 0,11. En la Tabla R.3.8 se desglosan

los resultados de los sueros con este patron.
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Tabla R.3.8
Desglose de resultados, valores de Ag VHC y LIA

Ag VHC + Ag VHC *Zgrp

LIA+ 0 0

Anti-VHC -  LIA- 0 0
LIA ND 2 4

TOTAL 2 4

* Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como positivos

Se trataron de seis muestras pertenecientes a los seis pacientes

reflejados en la Tabla R.3.9.

Tabla R.3.9
Pacientes con el patron Ag VHC +/ Anti-VHC -
Nombre Edad | Ag VHC laAnalisis 2°Andlisis | Anti-VHC PCR* ALT*
BMFJ 41 Zgrp 3,98 3,42 NEG 0,23 ND 88
CRM 57 Zgrp 4,29 5,90 NEG 0,33 NEG 73
CGJ 48 POS 477,50 = NEG 0,02 1,37 X 10° 53
GVA 58 Zgrp 5,18 12,72 NEG 0,14 ND 13
KK 43 Zgrp 3,81 3,87 NEG 0,14 NEG 54
OLPA 64 POS 31,38 - NEG 0,10 ND 17

Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos;
*Carga viral en Ul/mL; “ALT expresado en Ul/mL

Se confirm6é mediante PCR que dos muestras de dos pacientes, KK y
CRM, se trataron de falsos positivos al Ag VHC. Por otro lado las dos muestras
con Ag VHC positivas desde el primer analisis correspondieron a los pacientes
CGJ y OLPA. CGJ present6 paralelamente una PCR + con una carga viral
elevada, siendo valorada como falso Anti-VHC -. OLPA no presentaba
determinacién de carga viral sobre esa misma muestra. En otras dos muestras

no se realiz6 PCR.

3.4 Ag VHC - Anti-VHC +

Se obtuvieron 12 sueros (3,81%) con este patrén analitico. El valor
minimo de Ag VHC ha sido 0 mientras que el maximo ha sido de 5,81 fmol/L,
media de 1,34 + 1,67 fmol/L. Los valores S/CO de Anti-VHC han ido desde 1,10
hasta 15,27 media de 8,41 + 5,87. En la Tabla R.3.10 se desglosan los

resultados de los sueros con este patron.
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Tabla R.3.10
Desglose de resultados, valores de Ag VHC y LIA

Ag VHC - Ag VHC *Zgr

LIA+ 6 1

Anti-VHC + LIA- 1 0
LIA IND 4 0

TOTAL 11 1

* Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris
y posteriormente confirmados como negativos

Los detalles de los analisis en los que se observo este patrén se

muestran en la Tabla R.3.11.

Tabla R.3.11
Pacientes con el patron Ag VHC - / Anti-VHC +
Nombre Fecha SX ED Ag VHC Anti-VHC  LIAVHC PCR ALT

BMJ 23/03/2012 V 47 NEG 2,07 POS 13,552 POS ND 261
CCR 27/08/2013 V 44 NEG 1,82 POS 1,63 NEG ND 17
HHMV  21/04/2014 V 57 NEG 0,00 POS 14,43 POS ND 19
KCK 27/10/2009 F 27 NEG 1,17 POS 1,10 IND ND 9
LGA 25/01/2013 vV 59 NEG 0,00 POS 344 IND ND 14
13/03/2013 NEG 0,97 POS 6,03 IND ND 49
PCJ 17/12/2012 F 60 Zgr 3,35 POS 13,14 POS NEG 28
SAM 13/02/2012 VvV 56 NEG 0,00 POS 1,92 IND ND 15
SSDLMF 23/12/2011 V 50 NEG 1,24 POS 14,71 POS ND 156
UBR 08/01/2014 V 56 NEG 0,00 POS 7,27 POS ND 18
VBEA 05/01/2012 vV 50 NEG 1,61 POS 15,27 POS ND 218
09/01/2012 NEG 142 POS 1551 POS ND 222

Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos; V: Varon, F:
Mujer. ND: PCR no determinada; ALT expresado en Ul/mL.

Hubo un suero de la paciente PCJ, mujer de 60 afios, con diagndstico
previo de infeccion por VHC genotipo la, que presenté un patron de Ag VHC
con un valor en Zona Gris en el primer analisis (3,35 fmol/L), relativizandose en
las repeticiones (segundo 1,25 fmol/L, tercero 1,57 fmol/L), con un resultado de
Anti-VHC (S/CO= 13,14) y LIA positivos. A esa muestra se le realizo
paralelamente una determinacion de la carga viral que fue negativa. La
paciente habia recibido tratamiento frente a la VHC y presentaba un

hepatocarcinoma en fase terminal, falleciendo a las pocas semanas.

En los otros 11 sueros no se llevd a cabo la PCR. A continuacion

desglosamos sus resultados en funcion del resultado LIA obtenido
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A) LIA indeterminado

Hubo cuatro sueros de tres pacientes, (KCK, LGA y SAM) una mujer y
dos varones con 27 ,59 y 56 afios de edad, en los que el patron obtenido fue
Ag VHC -/ Anti-VHC + / LIA IND / PCR ND (ver Tabla R.3.12). Los valores de
Anti-VHC han sido bajos lo cual de por si sugiere falsa positividad a este
marcador o curacién en pacientes que estan perdiendo los Anti-VHC. Esto se
correlaciona perfectamente con los resultados de LIA indeterminados donde se
aprecia un predominio de la banda NS3, la banda que si bien mejora la
sensibilidad de la técnica, también es la que con mas frecuencia genera
resultados indeterminados en el RIBA 2 y RIBA 3. Esta banda ha sido
detectada en tres de las cuatro muestras con intensidad variable, por encima
de las bandas C1 (detectada en la muestra restante).

Tabla R.3.12
Pacientes con el patron Ag VHC - / Anti-VHC +/ PCR ND / LIA IND
Nombre  Ag VHC Anti-VHC  LIA/Bandas* ALT*
KCK NEG 1,17 POS 1,10 IND/NS3+/- 9
NEG 0,00 POS 3,44 IND/NS31+ 14

LGA NEG 0,97 POS 6,03 IND/NS32+ 49
SAM NEG 0,00 POS 1,92 IND/C11+ 15

*Bandas observadas y su intensidad en aquellas muestras con
LIA VHC IND (indeterminado). “ALT expresado en Ul/mL

Los tres pacientes con este patron presentaron, dentro de su historia
clinica, determinaciones de carga viral mediante PCR en algiin momento. Es
de destacar el que todos ellos habian resultado negativos a dicha
determinacion (previa o posterior al andlisis objeto de este estudio). Fueron
valorados como falsos positivos al Ag VHC.

B) LIA positivo

En la Tabla R.3.13 se muestran los seis sueros (se excluye el
perteneciente a la paciente PCJ, previamente explicado) en los que el patron
obtenido fue Ag VHC -/ Anti-VHC +/ LIA + / PCR ND. Los valores de Anti-VHC
para este patrén de resultados son relativamente elevados en este grupo
poblacional (maximo S/CO= 15,51, minimo S/CO= 7,27, media 13,45 + 3,10).
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Tabla R.3.13
Pacientes con el patron Ag VHC -/ Anti-VHC +/ PCR ND / LIA +
Nombre Ag VHC Anti-VHC LIAVHC ALT*
BMJ NEG 2,07 POS 13,52 POS 261
HHMV NEG 0,00 POS 14,43 POS 19
SSDLMF NEG 1,24 POS 14,71 POS 156
UBR NEG 0,00 POS 7,27 POS 18

NEG 1,61 POS 15,27 POS 218
NEG 1,42 POS 15,51 POS 222
*ALT expresado en Ul/mL

VBEA

En los cinco pacientes expuestos en la Tabla R.3.13 constaba
diagnéstico previo de cirrosis asociada a infeccion por VHC. El caso
pormenorizado del paciente BMJ, varon de 47 afos, se ha expuesto
previamente en el apartado Ag VHC + / Anti-VHC +, Tabla R.3.5.

C) LIA negativo

Hubo anicamente un paciente con el patréon Ag VHC - (valor 1,82 fmol/L)
/ Anti-VHC + (S/CO= 1,63) / LIA - / PCR ND. Se traté de la paciente CCR de
quien se dispuso de dos muestras. La primera evaluada (objeto de estudio en
estos momentos) en agosto de 2013, mientras que la segunda fue analizada en
diciembre de ese mismo afio, resultando en este caso negativo tanto Ag VHC
como anti-VHC (S/CO= 0,34 y Ag VHC 2,5 fmol/L). Finalmente se interpretd

como un falso positivo Anti-VHC.

3.5 Ag VHC vs PCR

Se ha analizado la carga viral en 25 muestras de las 315 en las que se
ha determinado la presencia de Ag VHC (7,93% de las muestras)
pertenecientes a 24 pacientes, todos ellos candidatos a receptor de trasplante
ortotopico hepatico (TOH). La distribucion de los resultados se muestra en la

Tabla R.3.14.

Tabla R.3.14
Desglose de resultados de Ag VHC frente a PCR

Ag VHC + Ag VHC - Ag VHC Zgrp Ag VHC Zgr TOTAL

2 >10°Ul/mL 19 0 0 0 19
PCR+™ _{oE*ul/mL 0 0 1 0 1
PCR- 0 1 2 2 5
TOTAL 19 1 3 2 25

*Zgrp: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como positivos;
Zgr: Muestras con primer resultado en Zona Gris y posteriormente confirmados como negativos
*’Carga viral en Ul/mL.
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La concordancia se ha cifrado en un 92,00%, merced a 23 muestras
(19 Ag VHC + / PCR+, una Ag VHC Zgrp / PCR+; una Ag VHC -/ PCR -, dos
Ag VHC Zgr / PCR -) de las 25 evaluadas. Entre las 20 muestras PCR +, el
valor minimo fue < 1,5 x 10" UI/mL, méximo > 6,9 x 10" Ul/mL, media de 5,45 x
10° + 1,58 x 10" UI/mL, no observandose ningun falso negativo Ag VHC. La
Gnica con una carga viral por debajo de 10* Ul/mL ha sido confirmada como Ag
VHC positivo tras un primer resultado en Zona Gris. Dicha muestra se
correspondio con el paciente BMJ, cuyo caso se ha expuesto en el apartado Ag
VHC + / Anti-VHC +, Tabla R.3.5. Por el contrario, si que hubo dos falsos
positivos Ag VHC, una perteneciente a la paciente KK (cuyo caso se ha
abordado en el apartado Ag VHC - / Anti-VHC -, Tabla R.3.7) y la otra
perteneciente al paciente CRM (caso expuesto en el apartado Ag VHC + / Anti-
VHC -, Tabla R.3.9).
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Tabla R.3.15
Resumen resultados Grupo estudio n°3
N° sueros Ag VHC Anti-VHC PCR VHC
Grupo (pacientes)
Max Min Media Max | Min Media Max Min Media

Ag VHC + / 13,63 + . . ;

) 76 15993,34 | 4,12 | 2464,79 £ 3297,50 | 19,28 | 6,00 6,9 x 10 <15 573x10"+1,64x 10
Anti-VHC + 2,53
Ag VHC -/

) 221 5,14 0 0,51+£0,81 0,99 0 0,11+£0,11 0 0 0+0
Anti-VHC -
Ag VHC +/

) 6 477,50 3,81 87,69 £ 191,27 0,33 0,02 | 0,16 £0,11 NV
Anti-VHC -
Ag VHC -/

) 12 5,81 0 1,34 + 1,67 15,27 | 1,10 | 8,41 + 5,87 NV
Anti-VHC +

*Ag VHC expresado en fmol/L; Anti-VHC expresado en S/CO; PCR expresado en Ul/mL; NV: N° de muestras insuficiente por lo que no es

valorable; Max= Valor maximo observado; Min= valor minimo observado.

En la tabla R.3.15 se expresan los valores de Ag VHC Anti-VHC y PCR en funcién de los cuatro perfiles serolégicos de VHC expuestos al

principio. Como puede verse el grupo con Ag VHC y Anti-VHC positivos presenta valores medios significativamente mas elevados en comparacion con
cada uno de los tres otros grupos (p < 0,05).
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5.- Discusion
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La hepatitis C esta producida por un virus ARN cuyas caracteristicas se

han descrito en la introduccion.

Se calcula que un 15-20% de los casos de hepatitis C cursan como
hepatitis aguda. Tras este cuadro agudo, en torno a un 50-80% evolucionan a
una infeccion cronica. El resto, aproximadamente un 15-45% de los pacientes
no tratados, experimentan un aclaramiento espontaneo del virus (101, 140,
141). Estos datos se refrendan mediante diversos estudios transversales que
concluyen que no todos los pacientes con Anti-VHC + presentan signos de
replicacion viral. Esto es importante también en pacientes de alto riesgo, donde
se aprecia como una respuesta humoral precoz, si bien no protege frente a
reinfecciones, si que parece predisponer al sujeto a una infeccion activa de
curso mas breve (con un aclaramiento del ARN dentro de los 4-6 meses tras la
reinfeccién) (145, 405). Aquellos pacientes con una hepatitis C crénica estan en
riesgo de padecer esteatosis, fibrosis, cirrosis y carcinoma hepatocelular (223,

225). Estudios epidemiologicos también indican una probable asociacion de la
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infeccion por VHC con disfunciones endocrinas como la resistencia insulinica y
la diabetes mellitus tipo 2 (405b, 406b).

El virus de la hepatitis C posee ARN monocatenario de polaridad
positiva, encerrado en una capside icosaédrica o core, el cual a su vez esta
rodeado por una envoltura de naturaleza lipidica. La capside esta formada por

la polimerizacién de la proteina del core (11).

La molécula de ARN posee una region de lectura que codifica para una
poliproteina precursora de las proteinas tanto estructurales como no
estructurales. La proteina del core del VHC es una fosfoproteina estructural de
21 kD, codificada por el extremo 5 del marco abierto de lectura (ORF) del
genoma de VHC. Esta region del genoma, que codifica para los 191 primeros
aminoéacidos de la poliproteina precursora, se encuentra bien conservada entre

los diferentes genotipos de VHC (45).

La proteina del core es antigénica e induce una respuesta especifica
celular y humoral. Podria jugar un importante papel en la patogénesis de la
infeccion por el VHC al actuar como desencadenante de los mecanismos que
llevan a la enfermedad crénica y a los mdultiples efectos inmunopatoldgicos
asociados con ella (43b, 406, 407). Se ha comprobado que la proteina del core
interactta con diversas proteinas celulares, tiene un papel en la regulacién de
la transcripcion de genes celulares y virales y parece relacionarse con el control
de las sefales de traduccién, la muerte celular programada (apoptosis) y la
inmunomodulacion (42, 43, 43b, 406, 408, 409). También es capaz de
transformar, in vitro, a los fibroblastos de embrion de rata a un fenotipo tumoral
e inmortalizar a los hepatocitos humanos (409). En ratas transgénicas puede

inducir esteatosis hepatica (410) y hepatocarcinoma (54).

En comparacion con otras proteinas del VHC, la proteina del core se
cree gue es la mas conservada de todas ellas. Los analisis de su estructura y
conformacion proteica en diversas cepas de VHC han revelado una homologia
del 81-88% en la secuencia de nucleotidos y de un 96% en la aminoacidica
(408b).
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Después de la traduccion, una peptidasa del huésped y una proteasa
viral cortan, entre otras, la proteina del core de VHC del extremo
carboxiterminal de la poliproteina precursora. Su polimerizacién, en presencia
de acido nucleico viral forma la capside. La proteina del core concretamente es
cortada en un primer momento en el residuo aminoacidico 191 vy
posteriormente en el residuo 177 (407b) por las peptidasas del hospedador,
generando de esta forma la proteina del core madura (amino-acidos 1-177) y el
péptido fragmentado (amino-acidos 178-191). Se cree que es la proteina
madura del core la responsable de producir resistencia insulinica, esteatosis e
incluso hepatocarcinoma a través de diversos mecanismos. El péptido (amino-
acidos 178-191) por su parte parece jugar un papel relevante en la respuesta
inmune. El polimorfismo de éste péptido se asocia directamente con la

produccion de esteatosis.

Ademas del marco de lectura abierta (ORF), en la secuencia de ORF
+1 se produce otro ORF que se solapa con la secuencia que codifica para la
proteina generando asi una proteina codificada por un marco alternativo de
lectura (ARFP o core +1). Esta proteina podria ser la responsable de estimular

el crecimiento de los hepatocitos y regular el metabolismo férrico (406b).

Se pensaba que la proteina del core se encontraba en el organismo de
los huéspedes infectados de dos formas. Por un lado, circulando en sangre
formando parte de la nucleocapside de los viriones envueltos infecciosos y, por
otro, sin envoltura, en la proximidad de la membrana perinuclear y del reticulo
endoplasmico (411) y en el nacleo de los hepatocitos (412). Maillard et al (407)
demostraron que existen particulas virales con propiedades antigénicas,
morfologicas y fisicoquimicas de nucleocapsides no envueltas del VHC en el
plasma de los sujetos infectados. Estas particulas son de tamafio heterogéneo
(con predominio de particulas de 38 a 43 o de 54 a 62 nm de diametro), tienen
una densidad de flotacion en cloruro de cesio de 1,32 a 1,34 g/mL y expresan
en su superficie epitopos localizados en los aminoacidos 24 a 68 de la proteina
del core. Particulas similares aparecen en células de insectos infectadas con
Baculovirus recombinantes con ADNc para proteinas estructurales de VHC.
Todo esto apunta a que el exceso de produccion de nucleocapsides sin

envoltura y su liberacibn a la sangre son rasgos caracteristicos en la
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morfogénesis de VHC. Abundando en dicha hipoétesis, Schiittler et al (413),
sostuvieron que tan solo un 18% de las proteinas del core se encontrarian
asociadas a particulas con ARN, existiendo por lo tanto estructuras con
antigeno del core sin ARN que pudieran estar bien secretadas por la célula

infectada, o bien generadas por degradacion, in vivo, del virion.

El primer ensayo de deteccion del antigeno del core se tratd6 de un
ensayo casero que fue desarrollado en Japon a principios de 1990 (414-416),
el cual mostré escasa eficacia para su aplicacion clinica debido a su baja
sensibilidad. A partir de este ensayo se desarrollaron otros, también en Japén,
mejorando su principal problema, la sensibilidad (168, 417). Se trataba de un
enzimoinmunoensayo fluorescente de captura de tipo cualitativo realizado en
placa de micrométodo. Utilizaba dos anticuerpos monoclonales especificos de
diferentes epitopos: 5F11 para capturar el antigeno del core y 5E3 conjugado
con B-D-galactosidasa, para reconocer al antigeno capturado. La mayor
desventaja de estos ensayos era su complicado protocolo de pretratamiento de

las muestras.

”

En agosto de 2000, la empresa “Ortho-Clinical Diagnostic Inc.
comercializé un enzimoinmunoensayo de primera generacion para la deteccion
del antigeno del core del virus de la hepatitis C. Este enzimoinmunoensayo
detectaba el antigeno antes, incluso, de la aparicion de anticuerpos especificos
y, al igual que el anterior ensayo, también utilizaba los anticuerpos
monoclonales 5F11 y 5E3 para la captura y la deteccion. Este método,
denominado “ORTHO® Antibody to HCV Core Antigen ELISA Test System”,
estaba dirigido fundamentalmente al cribado en bancos de sangre de la
infeccion por VHC, por su capacidad de reducir en 40-50 dias el periodo de
ventana, y por lo tanto reducir la probabilidad de transmisién por transfusiones
sanguineas. Tras la comercializacion de este equipo, pronto se diagnosticaron
los primeros casos de infecciéon por VHC antes de la seroconversion: Lee et al
(418), dos casos entre 9133 donantes; Brojer et al (419), dos casos en 144000
donantes; Sanz et al (420), un caso sobre 29468 pacientes y Letowska et al
(421), seis casos sobre un total de 133279 donaciones. También se detectaron

algunos falsos positivos (especificidad 99,74%) (418).
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Para Couroucé et al (169) y Peterson et al (163) la sensibilidad del
nuevo ensayo fue de 88% y 87%, respectivamente, proxima a la de las pruebas
de deteccion de acido nucleico, con una diferencia media de 1-2 dias en el
momento de deteccion. No obstante, el nuevo ensayo presentaba una
sensibilidad insuficiente en presencia de Anti-VHC en el suero del paciente
(418), aunque parecia util para el diagnéstico precoz de la infeccion por VHC

durante el periodo de ventana antes de la formacion de Anti-VHC.

Por este motivo surge un nuevo ensayo de segunda generacion,
desarrollado inicialmente por Aoyagi et al en 1999 (422), para la deteccion de
Ag VHC en presencia o ausencia de Anti-VHC [Tanaka et al (168), Cagnon et
al (423); Bouvier-Alias et al (48)]. Se trat6 de un ensayo cuantitativo que
pretendia ser un indicador de infeccion en muestras Anti-VHC positivas y, por
lo tanto, de ayuda en el diagnoéstico de la infeccion por VHC. Fue el “ORTHO®
trak-C™ Assay”. La sensibilidad de la prueba fue mejorada gracias a la
incorporacion de un nuevo conjugado, con dos anticuerpos monoclonales mas,
gue proporciona una mejor sefial de amplificacién (423). De esta manera, este
ensayo incorporaba notables mejoras tedricas, incluyendo la presencia de
cuatro anticuerpos monoclonales, dos de captura (C11-3 y C11-7) y dos para la
deteccion (C11-10 y C11-14), conjugados con peroxidasa de rabano picante
asi como un paso de pretratamiento para la disociacion de inmunocomplejos en

la muestra.

No esta claro como, mediante la disociacion de inmunocomplejos, se
aumenta la sensibilidad durante la fase de ventana, periodo en que, por
definicion, no hay anticuerpos. Probablemente en esta fase de seroconversion
precoz, los escasos anticuerpos presentes son indetectables por estar

formando inmunocomplejos.
Su utilidad fue analizada por diversos autores. Kurtz et al (266),

utilizaron un prototipo de un enzimoinmunoensayo con sustrato

guimioluminiscente con un punto de corte de 200 pg/mL, con €l obtuvieron una
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sensibilidad del 90%, especificidad del 86%, valor predictivo positivo del 89% y
valor predictivo negativo del 86%.

En cuanto a los indices de correlacion entre las concentraciones de ARN
y de Ag VHC hallados en otros estudios, Cagnon et al (423) obtuvieron unos
resultados discretos en los tres grupos de pacientes (0,7, 0,67 y 0,58
respectivamente) que estudiaron. Schuttler et al (413), concluyeron que los
niveles de Ag VHC no se correlacionaban estrictamente con los de ARN VHC,
incluso cuando se utilizaba la PCR a tiempo real. Para Bouvier-Alias et al (173),
el Ag VHC no era un marcador directo de replicacion ya que la relacion entre
Ag VHC y ARN VHC [1 pg/mL (50 fmol/L) equivalia aproximadamente a 8000
Ul/mL] tenia ligeras variaciones en los distintos pacientes. Esto sugirio la
presencia de ciertas diferencias en la cantidad de proteina del core por
molécula de ARN. Si se tiene en cuenta que el numero de capsémeros por
virion es constante y se entiende que en cada viridbn hay una Unica molécula de
ARN, estos autores concluyeron que debian existir proteinas del core no
asociadas a ARN en sangre periférica, ya que las diferencias en los distintos
pacientes no podian ser explicadas Unicamente por la existencia de

nucleocapsides no envueltas descritas por Maillard et al (407).

Omar et al (426) objetivaron una sensibilidad del 98% y una
especificidad del 100%, comparando la prueba de segunda generacién con
bDNA, en una cohorte de 150 pacientes Anti-VHC positivos. En el mismo
estudio informaron que 1 pg/mL (50 fmol/L) de core equivalia a 8000 Ul/mL de
ARN cuantificado por bDNA y de la utlidad de la prueba de segunda
generacion para monitorizar el tratamiento combinado. Bouvier-Alias et al (173)
comunicaban similar equivalencia entre pg/mL de Ag VHC y Ul/mL de ARN,
independientemente del genotipo. Por el contrario, Lagging et al (427),
estimaban que 1 pg/mL (50 fmol/L) de Ag VHC equivale a 1000 Ul/mL de ARN
y gue la concentracion de antigeno disminuia con el almacenamiento de la
muestra. Pradat et al (182), observaron que los valores predictivo positivo y
negativo de respuesta al tratamiento combinado dependian del genotipo.
Rodriguez et al (428), observan una mejor correlacion en el genotipo 1.

Soffredini et al (429), encontraron una sensibilidad del 94% para el Ag VHC en
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pacientes con hepatitis C cronica y obtuvieron resultados comparables a bDNA

con una correlacion del 0,75.

Los estudios de mayor relevancia para la evaluacion de las distintas
pruebas de antigenemia desarrolladas hasta ahora han sido llevados a cabo

principalmente en cuatro grupos de pacientes:

1) Pacientes en periodo de ventana: Para ello se utilizaron paneles
especificos que permitian evaluar la capacidad de la prueba para
disminuir el retardo del diagndstico en ese momento evolutivo de la
infeccion. (170, 418, 430; 424, 431, 432, 465, 499).

2) En pacientes sometidos a tratamiento con IFN y RBV: a fin de evaluar
su utilidad en la monitorizacion del mismo, comparandola con las
técnicas moleculares para la deteccion de &cido nucleico (173, 180, 182,
426, 429, 433, 434, 435).

3) En receptores de trasplante hepatico: lo cual permitia valorar la
cinética del antigeno del core antes y después del trasplante (436).

4) En pacientes coinfectados VHC / VIH (448).

Posteriormente, se evalué este ensayo en pacientes no tratados para
comprobar su utilidad como marcador de infeccién activa (177, 431, 432, 437,
438, 439). En este sentido Krajden et al (437), obtuvieron una buena
especificidad (99%) y correlaciéon (0,95) pero con una peor sensibilidad (90%)
comparada con dos métodos de deteccion de ARN como son el bDNA

cuantitativo y la “transcription mediated amplification” (TMA) cualitativa.

De la revision de la literatura se aprecia que la sensibilidad de la prueba
de antigenemia de segunda generacion oscilaba entre el 69,4% de Garcinufio
et al (440), en un grupo de pacientes con coinfeccion VHC / VIH, y el 99,74%
de Laperche et al (424), en un grupo de donantes. Asi mismo la correlacion
entre las concentraciones de ARN y Ag VHC oscilaba entre el 0,47 de Fabrici et
al (441) y el 0,98 de Omar et al (426). Aunque la mayoria de los autores no

encontraron diferencias significativas en la concentracion de Ag VHC en
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funcién del genotipo, algunos detectaron concentraciones mas altas en los

pacientes infectados con genotipo 2 (429).

Se puede deducir que estos amplios margenes de variabilidad fueron
consecuencia de la falta de homogeneidad respecto a las poblaciones
evaluadas en cada estudio (donantes Anti-VHC negativos, pacientes tratados
con terapia combinada, hemodializados, etc.), las distintas técnicas de
amplificacion utilizadas (PCR, bDNA, TMA) y los distintos puntos de corte

aplicados a la prueba de antigenemia en cada uno de ellos.

Referente a los puntos de corte, podemos decir que si bien la mayoria
utilizaron el recomendado por el fabricante (1,5 pg/mL) (182, 424, 429, 437),
otros introdujeron algunas modificaciones. Por ejemplo, Valcavi et al (439),
utilizaron una Zona Gris entre 1,2 y 1,8 pg/mL y Lagging et al (427), utilizaron 1
pg/mL. Este punto es muy importante si tenemos en cuenta que la mayor parte
de los resultados discrepantes ocurrieron en muestras con carga viral y
antigenemia bajas. Actualmente el equipo “ORTHO® trak-C™ Assay” no esta
disponible en el mercado. Su retirada fue debida probablemente al tedioso
formato de microplacas, la necesidad del pretratamiento para disociar antigeno
y anticuerpos y a su insuficiente limite minimo de deteccién (443).

El actual ensayo de cuantificacién del Ag del core del VHC, desarrollado
por Abbott, es una evolucion de aquel desarrollado por Aoyagy. Se trata de un
ensayo puesto a punto por la empresa Abbott en colaboracién con el grupo de
investigacion Tonen de Japén. El desarrollo implicd una evolucion de la técnica
previa mediante la utilizacion de un proceso quimioluminiscente y la
incorporacion de microparticulas con tres anticuerpos monoclonales nuevos. La
limitacion de esta ultima técnica, a pesar de su mejora, sigue siendo la menor
sensibilidad frente a la determinacion de ARN viral. Aun siendo asi, la
sensibilidad de la técnica ha llegado hasta 3,00 fmol/L (0,06 pg/ml), lo cual es
25 veces mas sensible que aquel ensayo desarrollado en 1999 (posteriormente
comercializado bajo la marca Trak-C assay por Ortho Clinical Diagnostics), ya
gque éste demostro una sensibilidad de 1,5 pg/ml. Asi mismo, dicha sensibilidad
ha demostrado ser independiente del genotipo y la reproducibilidad ha sido

mejorada, cifrando la variabilidad interensayo por debajo del 10% (172-174).
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Del mismo modo, hubo numerosos estudios que demuestran una disminucion
del periodo ventana cuando se compara frente a Anti-VHC (443, 439b) cifrando
el retardo frente a ARN detectable entre 2-21 dias para el Ag VHC y en no
menos de 66 dias para Anti-VHC. En concreto Laperche et al (440b) publicaron
un estudio en el que un 70% de 107 muestras de pacientes en periodo ventana

con ARN VHC positivo y Anti-VHC negativo resulto positivo al Ag VHC.

La mayoria de los numerosos estudios que realizados sobre esta
técnica, han evaluado la correlacion entre los valores de antigenemia y los de
ARN viral. Como conclusion se extrae que, a juzgar por dichos estudios, existe
una elevada correlacion entre ambos pardmetros ya que describen valores de r
desde 0,7 a 0,98 (442, 443, 444, 475). Otra observacion interesante es el que
las fluctuaciones en la carga viral apreciadas en determinados pacientes no
sometidos a tratamiento antiviral alguno, son menos pronunciadas en los
valores de antigenemia que en los del ARN viral (175). Ros et al (176)
establecieron que la sensibilidad de 3 fmol/L equivalia aproximadamente a 507
Ul/mL para el genotipo 1a, 405 Ul/mL para el 1b, 600 Ul/mL para el 2y 771
Ul/mL para el genotipo 3. Sin embargo describieron que la sensibilidad analitica
para poder detectar el 95% de las muestras era ligeramente superior a esos 3
fmol, variando desde los 3,9 fmol del genotipo 3a hasta los 13,5 fmol/L en el
genotipo 2a (176). De cualquier manera, estas diferencias parece que no
representan ninguna importancia clinica. Resultados de sensibilidad muy
superiores han demostrado Long et al (448) en su estudio centrado en
pacientes coinfectados con VIH-1, donde hablan de una sensibilidad del 100%
y unas correlaciones de 0,7 a 0,91 dependiendo del genotipo. Este estudio no
es extrapolable al resto, ya que entre sus conclusiones habla de un ratio entre
antigenemia y carga viral superior en pacientes coinfectados VHC / VIH-1
frente a pacientes monoinfectados VHC justificando asi la mayor sensibilidad

detectada.

Globalmente, la bibliografia coincide cifrando el limite de deteccion por
encima de 10* Ul/ml, considerando que aproximadamente un 90% de las
muestras con dicha carga viral resultan positivas (172). Estos datos coinciden

con los observados en nuestro estudio, que comentaremos mas adelante,
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donde un 98,61% de las muestras (71 de 72) con carga viral por encima de 10*
Ul/ml resultaron Ag VHC + frente a un 62,9% de las muestras (39 de 62) con
cargas inferiores a dicha cifra, en las que el Ag VHC resulto falsamente

negativo.

Se han evaluado méas datos bibliograficos, de los cuales hemos
analizado aquellos en los que el punto de corte haya sido igual o similar al
nuestro (0,06 pg/mL = 3 fmol/L), de tal forma que fueran comparables a los
resultados obtenidos en nuestro estudio. En ese sentido Miedouge et al (443)
observaron una sensibilidad del 100% (sobre un estudio de mas de 3000
muestras); Kesli et al (446), una sensibilidad del 96,3% (ademas de un VPP del
100% y un VPN del 89,7% en una poblacién de bajo riesgo); Leary et al (447)
un 80%; y Medici et al (405) una del 955% (sobre un estudio de
aproximadamente 1500 muestras). Chevaliez et al (437b) en un estudio sobre
514 pacientes, 171 de ellos Anti-VHC negativos, cifraban la sensibilidad en 10°
Ul/mL con una buena correlacion de 0,88 siendo ambos parametros
independientes del genotipo infectante. Resultados similares exponia el estudio
de Florea et al (475) en el que fijaban el limite de deteccion igualmente en 10°
Ul/mL con una sensibilidad del 82,4% con un una correlacion de 0,98 y un VPN
del 80,9% y VPP del 100%. Hadziyannis et al (450) en un estudio con menor
volumen muestral (105 muestras) hallaron una sensibilidad del 97,7% con una
notable correlacién de 0,89. En cuanto a la especificidad de la técnica, sobre
5394 muestras, Morota et al la han cifrado en un 99,78% (445); Miedouge et al
(443) hablaban de un 99,2%; Kesli et al (446), 100%; Leary et al (447), un 99%;
Medici et al (405), un 99,8%; Chevaliez et al (437b), del 100%; Florea et al
(475), del 100% y Hadziyannis et al (450), un 100%. En estudios con menor
namero de muestras (176), donde se evaluaron en total 420 muestras de 100

personas, no se hallé ninguna muestra falsamente positiva.

Globalmente en nuestro estudio ha habido en total 175 muestras, de 329
Anti-VHC + (un 53,19%), que han resultado Ag VHC + (cercano a los valores
gue exponen en otros estudios como los de Medici et al (405) que habla de un
50%). Las discordancias Ag VHC / Anti-VHC respondieron principalmente al
patron de Ag VHC - / Anti-VHC +, siendo un 93,90% de las muestras
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discordantes (154 de 164 muestras discordantes observadas). Se pudo
determinar la carga viral en 61 de estas 154 muestras, resultando 23 de ellas
negativas y otras 37 mostraban cargas virales inferiores a 10* Ul/mL, tan solo
una estuvo por encima de ese limite presentando Ag VHC negativo. Dicho
patron mayoritario atendia en definitiva a la falta de sensibilidad de la técnica
para cifras de carga viral inferiores a 10* Ul/mL y que esta4 descrita en la
bibliografia (172, 424, 429, 437, 437b, 439,475).

Por lo tanto, si bien no es algo frecuente, si que hay determinados
estudios en los que se describe una correlacién imperfecta entre carga viral y
antigenemia. Esta situacion es similar a la descrita por otros autores en
donantes de sangre, hemodializados y pacientes en periodo de ventana (424),
poblaciones que presentan notables diferencias respecto a las expuestas en
otros estudios centrados en poblaciones que, por su propia idiosincrasia,
presentaron cargas virales superiores (448). En todo caso, también se han
descrito discrepancias entre PCR y antigenos virales en otras enfermedades
viricas como la hepatitis B. Al respecto, Bullard et al (449), describen
situaciones de falta de correlacion entre ADN de VHB y HBeAg. Si en esta
imperfecta correlacion ha influido también la existencia de proteinas del core no
asociadas a ARN, como proponen Schittler et al (413), quedaria por
determinar si este fendmeno podria contribuir a explicar los perfiles de
antigenemia positiva con PCR y/o anticuerpos negativos detectados en algunos
estudios (en el nuestro Unicamente hemos encontrado un caso que cumpla con
es0s parametros y se tratd de un falso positivo al Ag VHC). La degradacion del
ARN, descrita por Nakamuta et al (451); Lagging et al (427) y Tanaka, et al
(452), como causa de descenso de la carga viral por mala conservacion de la
muestra o por envejecimiento de la misma, no creemos que haya afectado a
nuestras muestras por haber sido conservadas a -80°C inmediatamente tras su

alicuotado.

Entre los objetivos de nuestro estudio, hemos pretendido averiguar la
utilidad del marcador Ag VHC sobre una amplia poblacion heterogénea (grupo
1) asi como en pacientes que presuntamente pueden plantear problemas

diagndésticos por urgencia o por presencia de concentraciones bajas del virus
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en sangre, como son los pacientes hemodializados y los incluidos en algun

programa de trasplante de 6rganos o tejidos que han sido tratados.

Los pacientes hemodializados han estado incluidos en nuestro grupo de
estudio 2. Su importancia radica a que en las unidades de hemodialisis las
enfermedades infecciosas, especialmente las que se transmiten a través de la
via hemética, representan un grave problema por la gran facilidad de
propagacion que presentan, tanto entre los pacientes, como entre el personal
sanitario. Ademas, debido a las caracteristicas propias de la enfermedad, los
pacientes sometidos a este tratamiento pueden considerarse como
inmunodeficientes. En el contexto de dicha situacidon, las enfermedades
infecciosas pueden tener consecuencias graves o incluso fatales en la

evolucion de su enfermedad.

La prevalencia de VHC en pacientes hemodializados se estima que es
un 10-20% superior al de la poblacion general, sin embargo la variacion de un
pais a otro no es desdefiable, por lo que globalmente el rango es amplio y se
cifra entre un 2-68% (485). Garcia-Agudo et al (485b) llevaron a cabo un
estudio para el “Grupo de virus C en didlisis” de la Sociedad Espafiola de
Nefrologia, en el que participaron 187 unidades de hemodialisis (71
hospitalarias) en Espafia y estimaron la prevalencia del VHC en el 5,6 %. A
pesar de los intentos de concentrar a los pacientes VHC-positivos en unidades
especificas, el 75,9 % (485b) de los centros de hemodialisis en Espafia tiene al
menos un paciente con hepatitis C crénica, por lo que siguen existiendo fuentes
de infeccion que obligan a hacer esfuerzos sobre las medidas de profilaxis del
contagio, mas que sobre la distribucion de los pacientes. De cara a minimizar
los riesgos y mejorar en la profilaxis del contagio, cobra especial importancia no
solo el diagnosticar la infeccion por VHC, sino el poder diferenciar entre una
infeccion activa o una infeccion pasada y curada. Esto permite al personal de la
unidad de hemodidlisis distribuir a sus pacientes en diferentes sistemas
extracorpoéreos, separando los pacientes sanos o curados de los enfermos con
infeccion activa. Hasta el momento, dicha diferenciacion tan solo podia hacerse

valiéndonos de la PCR.
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La carga viral presenta variaciones significativas si se determina
previamente o posteriormente a una sesion de hemodidlisis. Un estudio
llevados a cabo por Vidales-Braz et al (513) presentdé una carga viral media
antes de una sesion de hemodidlisis de 4,4x10° + 6,4x10° Ul/mL frente a unos
valores de 3,4x10* + 5,0x10°> Ul/mL una vez llevado a cabo la misma. Esto
indicaria una probable destruccion o la adherencia de las particulas virales a la
membrana del equipo de dialisis, como ya indicaban tanto Noiri et al (514)
como Fabrizi et al (515) en sus estudios. En este sentido faltan estudios que
demuestren la cinética del antigeno del core VHC antes y después de estas
sesiones de forma que se corrobore si la evolucion es paralela a la de la carga

viral.

Nosotros, con este estudio, hemos pretendido evaluar la capacidad de
prever, mediante la antigenemia, el estado de la infeccion lo que puede ser
muy til por la inmediatez del resultado asi como por su menor coste
econdmico. Si bien la correlacion entre los niveles de ARN y los de Ag VHC no
son perfectos, la positividad del antigeno si que nos permite vaticinar una carga
viral relativamente elevada y por lo tanto una infeccién activa. En cambio, si la
antigenemia fuera negativa, esto no nos permitiria descartar una infeccion
activa ya que también podria tratarse de una infeccién con una carga viral baja
(hemos constatado que con cargas virales por debajo de 10* Ul/mL la

antigenemia pierde fiabilidad) y, por lo tanto, puede ser indetectable.

En el estudio sobre pacientes hemodializados llevado a cabo por Fabrizi
et al (464) sobre 289 pacientes, los autores informaron de una correlacién
significativa entre Ag VHC y los niveles de ARN obtenidos mediante PCR en
tiempo real. Mehdi et al (465) encontraron la prueba de determinacién de Ag
VHC adecuado para la deteccion temprana de la infeccion en pacientes
hemodializados y Li Cavoli et al (467) cifraron el valor predictivo positivo del
100%. Moini et al (454) por su parte desarrollaron un estudio en pacientes
hemodializados con Anti-VHC negativos, obteniendo resultados de Ag VHC con
una buena correlacion con la PCR. Concretamente evaluo 181 pacientes Anti-
VHC negativos y obtuvieron una sensibilidad del 90,9%, especificidad del
98,2%, VPP del 76,9% y un VPN del 99,4%. Este ultimo indice, el VPN, es lo
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mas destacado por los autores, ya que se basan en él para afirmar que la
prueba es apropiada a la hora de excluir la presencia de infeccion en pacientes
hemodializados.

Otra poblacion que pudiera plantear problemas diagndsticos, como ya
hemos mencionado previamente, seria la conformada por pacientes incluidos
en algun programa de trasplante de 6rganos o tejidos. Esta poblacion es la que
conforma nuestro grupo 3 de estudio. A este respecto, existe escasa
bibliografia que evalie la determinacion de la antigenemia mediante
enzimoinmunoensayo de Ultima generacion en ellos. La literatura encontrada a
este respecto se refiere al ensayo de primera generacion (Dickson et al, 436).
No obstante, si que se han descrito situaciones de discordancia entre PCR y
Ag VHC en pacientes en tratamiento y que por ello presentaron carga viral
baja. Esta situacion es plausible encontrarla con cierta frecuencia en este tipo
de pacientes, en quienes esta indicado el tratamiento previo al trasplante a fin
de minimizar la varga viral en ellos en el momento de la intervencion. Entre los
estudios referidos a este tipo de pacientes, Zanetti et al (433), no detectaron Ag
VHC en 21 (26%) de 82 muestras de pacientes ARN positivos (<48600 Ul/mL)
antes, durante y después del tratamiento. Soffredini et al (429), encuentran que
un 6,3% de sus pacientes fueron ARN VHC positivos y Ag VHC negativos.
Dichos pacientes tenian una media de carga viral de 15016 Ul/mL. Krajden et
al (437), obtuvieron 20 muestras Ag VHC negativo que luego resultaron ser
PCR positivas. La carga viral de estas 20 muestras oscilaba de 704 a 55000
Ul/mL, concluyendo que el Ag VHC no era detectable con valores inferiores a
55000 Ul/mL y proponiendo que toda muestra con Ag VHC negativo se deberia
confirmar con una técnica de deteccién y/o amplificacion de ARN. En nuestro
caso, dentro del grupo de trasplantados, tan solo ha habido una muestra
(paciente BMJ) con cargas virales <10* Ul/mL, genotipo 1a y ha sido Ag VHC +.
No obstante, la utilidad mas importante seria en situaciones de urgencia, para
el cribado de pacientes donantes de 6rganos o tejidos donde habitualmente no
se disponen de serologias previas ni de datos sobre conductas de riesgo por lo
gue esta técnica nos permite mejorar la rapidez asi como disminuir el periodo

ventana.
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A continuacion pasamos a discutir los resultados globales, es decir, los
abordados en el grupo 1 de estudio que engloba a todas los sueros evaluados

en este estudio.

Analizando, en conjunto, los resultados obtenidos en los 952 sueros
incluidos en nuestro estudio, hemos podido detectar 164 con resultados
discrepantes entre Anti-VHC (el marcador diagndstico mas habitual para la
hepatitis C) (1, 148, 245) y el antigeno del core de la hepatitis. C. Estos sueros
discrepantes muestran dos tipos de perfiles: el constituido por Ag VHC + / Anti-
VHC - (10 muestras) y Ag VHC - / Anti-VHC + (154 muestras).

Las 10 muestras con el perfil Ag VHC + / Anti-VHC - correspondieron a

nueve pacientes. Sus resultados pudieron interpretarse de diferente manera:

- Dos de ellas fueron infecciones por virus de la hepatitis C, como lo
prueba el hecho de que la PCR fue positiva con cargas virales de 5 logaritmos.
Estas dos muestras (pacientes CGJ y MOAI) son las que mostraron
concentraciones de Ag VHC mas elevadas (477,50 y 4154,85 fmol/L). Se trata,
por lo tanto, de dos infecciones por el virus de la hepatitis C que hubieran
pasado desapercibidas con una prueba de cribado exclusivo con Anti-VHC,

maxime cuando sus valores S/CO de Anti-VHC eran inferiores a 0,3.

El paciente CGJ es un vardn espafiol, de profesién fresador, de 43
afnos, con antecedentes de linfoma no Hodking B, diagnosticado en el afio
1999, trasplantado de médula 6sea en el afio 2000, seguido de tratamiento con
terapia R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, adriamicina, vincristina,
prednisona). El linfoma remitié completamente. Otros antecedentes posteriores
fueron colitis ulcerosa tratada y episodio de tuberculosis pulmonar en el afio
2000. El paciente presentada una hipogammaglobulinemia intensa desde el
afio 2000 y no declar6é habitos toxicos ni conductas de riesgo. Fue incluido en
lista de trasplante hepatico por presentar una descompensacion de su cirrosis
hepatica (Child B, MELD 15, con biopsia que objetivaba fibrosis moderada) por
infeccion por VHC genotipo 1b. El paciente present6 resultados de Anti-VHC

negativo desde el afio 2000 y hasta la actualidad mientras que hemos
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detectado una inexplicable mala correlacion entre la carga viral y el Ag VHC
(1,37 x 10° Ul/mL y 477,50 fmol/L). En el afio 2010 habia sido tratado con
interferén pegilado y ribavirina durante 32 semanas, negativizando la carga
viral, pero la misma se repositivizé tras la suspension del tratamiento (sufriendo
un fracaso viral secundario). El perfil de este paciente lo interpretamos como
consecuencia de una inmunotolerancia secundaria al tratamiento de su linfoma,
situacion descrita en la literatura por diversos autores como Miles et al (249),
Mitsufumi et al (511) o Horwitz et al (512). La inmunosupresién es una
circunstancia descrita como productora de resultados indeterminados o
negativos con RIBA de tercera generacion (200, 506) y es especialmente
relevante en este caso, al tratarse de un paciente incluido en el programa de

trasplante hepatico.

La tolerancia al virus por parte del sistema inmune puede
desencadenarse a raiz de diversas situaciones, incluidos los recién nacidos
hijos de madres infectadas por VHC. Numerosos estudios, como los llevados a
cabo por Durand et al (423b), Laperche et al (424), Benito et al (468) o Pitart et
al (468b) han sido publicados al respecto, concluyendo todos ellos que la
deteccion de Ag VHC puede ser util para el diagndstico de la infeccion por VHC

en casos de inmunotolerancia.

En los pacientes incluidos en programa de trasplante, es muy
importante que no se escapen casos de infeccion por VHC sin Anti-VHC, por lo
que la introduccién de este marcador es trascendental con este objetivo,
especialmente en los donantes de érganos y tejidos.

El segundo caso (MOAI) mujer espaiola, de 44 afnos, residente en un
centro para indigentes, expresidiaria, politoxicbmana desde los 12 afios,
exADVP desde hace ocho afios (en tratamiento con metadona) y con
antecedentes patoldgicos de infeccion VIH diagnosticada y en tratamiento
desde 1988, de infecciébn por VHC desde 1988 no tratada y de EPOC. La
paciente habia presentado multiples infecciones oportunistas (Citomegalovirus,
Coxiella burnetti, virus de Epstein Barr, infecciones respiratorias por S.
pneumoniae, P. aeruginosa y C. glabrata). En el momento del analisis la

paciente se encontraba en un estadio avanzado de la infeccion por VIH. El Ag
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p24 habia resultado positivo, siendo en determinaciones previas negativo, la
carga viral de VIH era elevada (3,49 x 10°Ul/mL), presentaba unas una cifra de
linfocitos CD4 de 182/mm?®y la historia clinica manifestaba una repetida falta de
adherencia al tratamiento frente a la infeccion (en el momento del analisis
consistente en tenofovir, emtricitabina, lopinavir y ritonavir). Asi mismo,
presentaba infeccion por VHC no genotipada y no tratada, con buena
correlacién entre carga viral y Ag VHC (5,96 X 10° UI/mL, 4154,85 fmol/L), con
valores de ALT normales (13 Ul/mL). Se trataria de una paciente cuyo perfil Ag
VHC + / Anti-VHC - seria consecuencia de la importante inmunodeficiencia
causada por la infecciébn VIH. A este respecto, Long et al (448) indican un
incremento en el cociente Ag VHC / carga viral en pacientes coinfectados VHC
/ VIH y es mayor a medida que la situacion inmunoldgica del paciente estd mas
deteriorada. La hipétesis para dicho razonamiento se basaria en la dificultad de
los pacientes inmunodeprimidos para producir anticuerpos anti-antigeno del
core del VHC por lo que los niveles circulantes del citado antigeno libre en
plasma serian superiores que en aquellos pacientes monoinfectados. Otra
posible causa, descrita por Mussini et al (478), Buchacz et al (479), Brenchley
et al (480) y Juang et al (481) seria la presencia, en pacientes con infeccion
VIH en un estadio avanzado, de elementos bacterianos circulantes (como
ARNsas bacterianas) probablemente derivados del tracto gastrointestinal, que
el organismo no es capaz de aclarar y que tendrian poder litico sobre el ARN
viral, disminuyendo sus niveles. El citado estudio de Long et al (448) refuerza la
utilidad de la deteccién del antigeno del core en este tipo de poblaciones, ya
que, fruto del citado aumento en la ratio, la sensibilidad de la técnica se
incrementd hasta un 100%. Este mismo estudio evalué el comportamiento de
los Anti-VHC en pacientes monoinfectados y en pacientes coinfectados (129 y
98 pacientes respectivamente), comprobando que el titulo de anticuerpos, en
los pacientes coinfectados con niveles de linfocitos T CD4 por debajo de
500/mm?, fue inferior al de los pacientes con linfocitos TCD4 superiores a
500/mm?® y al de los pacientes monoinfectados. Este mismo patrén se observé
en los resultados del ensayo RIBA confirmatorio, donde la respuesta inducida
por las proteinas Core, NS3, NS4 y NS5 fue mas intensas en los pacientes
monoinfectados y en los coinfectados con niveles superiores de linfocitos T
CD4, que en aquellos con los linfocitos T CD4 por debajo de 500/mm?.
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Esta circunstancia (Ag VHC + / Anti-VHC -) ha sido previamente
descrita en estudios que evaluaban la utilidad del Ag VHC en el diagndstico de
la infeccidn durante el periodo ventana, siendo la mayor parte de estos estudios
sobre muestras de pacientes donantes de sangre. Concretamente, Schreiber et
al (495) cifraban el riesgo de que un suero pertenezca a un paciente infectado
por VHC en periodo ventana en 1/103.000 donaciones de sangre; Bruhn et al
(496), a partir de un estudio sobre 10.897.105 donaciones, hallaron 30 sueros
en periodo ventana (1/363.237 donaciones); Zou et al (498) la estimaron en
1/270.000 donaciones; Contreras et al (497) no hallaron ningin caso de
periodo ventana sobre su estudio de 47.847 donaciones, al igual que Gorodin
et al (499) e Icardi et al (170), que no hallaron ningan caso sobre 2810 y 2586

donaciones, respectivamente.

Sobre otras poblaciones, Gorodin et al (499), encontraron cinco sobre
686 muestras de pacientes con elevada sospecha de padecer VHC (sospechas
clinicas, pacientes expuestos en las tres semanas previas al VHC), cuatro
sobre 950 muestras pertenecientes a pacientes con conductas de riesgo
(pacientes con VIH, parejas de pacientes con VIH y pacientes ADVP) y una
sobre 1445 muestras de poblacién general. Icardi et al (170) por su parte, sobre
un total de 3144 sueros (de los cuales 500 pertenecian a poblacion general y
58 muestras a poblaciones con diversas patologias, como disproteinemia,
lupus eritematoso sistémico o hepatitis autoinmune) no encontraron ninguna
muestra con patrén compatible con estadio en periodo ventana. Medhi et al
(465) detectd 13 sueros en periodo ventana sobre un estudio de 250 muestras

pertenecientes a pacientes hemodializados en la India.

Como puede observarse, la frecuencia de este perfil verdadero
positivo, descrita en la literatura, es baja y muy dependiente del tipo de

poblacion analizada, asi como del origen geografico de la misma.

En nuestro estudio, la frecuencia de este perfil con PCR +, también es
baja (0,21%), pero no debe de ser despreciada por la posibilidad de que
afectase, como en nuestro caso, a pacientes en programa de trasplantes, a
pacientes inmunodeprimidos estudiados por primera vez 0 a pacientes

inmunotolerantes.

216



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] Faluitly

Por otra parte, estudios focalizados sobre muestras de pacientes con
patron PCR + / Anti-VHC - conocido arrojaban diversas valoraciones. Por un
lado Peterson et al (163), sobre una poblacion de 24 pacientes que habian
mostrado un patron PCR + / Anti-VHC -, y que posteriormente habian
experimentado una seroconversion, observaron un 83% de concordancia entre
PCR y Ag VHC. Icardi et al (170), en el estudio previamente mencionado,
evaluaron paralelamente 170 sueros con el mencionado patron PCR + / Anti-
VHC -, de las cuales el 95,29% presentaron Ag VHC+. Lee et al (418)
observaron un buen comportamiento del Ag VHC en pacientes en periodo
ventana, siendo detectable en 120 de los 128 sueros PCR + / Anti-VHC -
pertenecientes a donantes de sangre. En cuanto al retardo entre la aparicion
del Anti-VHC tras la positivizacion del Ag VHC, Icardi et al (170) lo estimaron en
33 dias, Widell et al (430), entre 23 y 46 dias, Lee et al (424), en 55 y Peterson
et al (163), en 60 dias. Todos ellos mostraban un retardo minimo entre la
positivizacién del ARN viral y la del Ag VHC, siendo la misma entre 0,4 y un
dia. Esto es coherente con el curso de la infeccidn, ya que la misma cursa con

elevadas cargas virales en su inicio (499).

En todo caso, la existencia de un porcentaje de bajo de resultados
discrepantes entre Ag VHC, Anti-VHC y PCR no debe de extrafiar, puesto que

las tres pruebas miden cosas distintas: antigeno del core, anticuerpos y ARN.

- Otras cinco muestras de cuatro pacientes (BOS, CRM, KK, LAJP)
fueron interpretadas como falsos positivos al Ag VHC por tener una PCR
negativa, incluso de forma persistente en el paciente BOS (dos muestras) y no
presentar clinica compatible con infeccién por VHC. El valor medio de Ag VHC

de estas muestras es bajo (7,31 £ 3,67 fmol/L) pero repetidamente positivo.

El paciente con dos muestras, BOS, es un varon de 33 afios, con
antecedentes de hiperparatiroidismo, anemia falciforme, miocardiopatia
hipertensiva, endocarditis infecciosa e insuficiencia renal cronica de etiologia
no filiada, que ha requerido su inclusion en sesiones de hemodialisis. Presentd
en su primer andlisis una positividad cercana al limite superior de la Zona Gris

(11,65 fmol/L), mientras que en una segunda muestra, analizada dos semanas
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después, los valores fueron inferiores pero, en cualquier caso, no lo suficiente

como para resultar negativos.

El paciente CRM, por su parte, es un varén de 57 afios diagnosticado de
cirrosis hepatica avanzada (MELD 22) de origen endlico, que fue sometido a
trasplante hepatico en junio de 2013, durante el cual fallecio. Se dispusieron de
dos muestras para su evaluacion, la primera, correspondiente a enero de 2013,
mostraba un patrén de negatividad tanto para Ag VHC como Anti-VHC, con
unos valores de ALT de 49 Ul/mL; en cuanto a la muestra que nos ocupa,
evaluada en junio de 2013, se valora como falso positivo, basandonos en el
resultado negativo de la determinacion de la carga viral realizada
paralelamente, asi como en los datos de su historia clinica donde no se

objetiva sospecha alguna de la infeccion.

La paciente KK, mujer de 43 aflos de origen marrogui, con un
diagnostico de cirrosis hepética autoinmune, presentdé un episodio de
hemorragia digestiva alta por varices esofagicas y descompensac8ion
edematoascitica, que propicié su inclusion en lista de trasplantes, que se
materializé en el afio 2012. Se pudieron analizar tres muestras de esta paciente
en el marco de este estudio, asi como otra muestra mas al margen del mismo.
Una de las muestras seguia el patron Ag VHC + / Anti-VHC - mientras que en
otras dos resultaron Ag VHC - / Anti-VHC - vy, en la evaluada al margen de
nuestro estudio, Unicamente se determind la presencia de Anti-VHC siendo la
misma negativa. En ninguna de dichas muestras se determiné el LIA. Las dos
primeras muestras evaluadas dentro de nuestro estudio (separadas en el
tiempo por 70 dias) dieron resultados de Ag VHC en Zona Gris. La primera se
confirmd positiva tras repeticion por duplicado (valor inicial de 3,87 fmol/L y
posterior de 3,81 fmol/L), en contraposicion con la determinacién de la carga
viral que resultd negativa. La segunda muestra se corresponde con la descrita
en este apartado, confirmada como negativa tras repeticion por duplicado
(valores de 5,14, 1,19 y 0,98 fmol/L respectivamente), y resultando la carga
viral negativa de nuevo. El 30 de marzo de 2012 (es decir, 14 dias después del
anterior andlisis), tras ser sometida al trasplante hepatico, se recibié una
tercera muestra de esta paciente y determinandose negativa la presencia tanto

de Ag VHC como de Anti-VHC. Los valores de ALT analizados en las primeras
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muestras fueron moderadamente elevados (45, 54 y 77 Ul/mL), mientras que el
analisis de la ultima muestra dio un resultado dentro del rango considerado

como normal (38 Ul/mL).

Por dltimo, el paciente LAJP, varébn de 72 afios, presentaba
antecedentes de miocardiopatia hipertensiva, adenoma de prostata e
insuficiencia renal, motivo por el cual esta siendo sometido a sesiones de
hemodidlisis. En ningln caso presentaba una historia clinica sugestiva de

infeccion por VHC.+

- Se observaron tres pacientes con este patron en los que no se dispuso
de determinacion de carga viral paralela (BMFJ, GVA y OLPA). Dos de ellos
(BMFJ, GVA) presentaron un valor de Ag VHC en zona gris en un primer
analisis, confirmandose el mismo como positivo tras repeticion por duplicado
(en estos pacientes el valor medio de Ag VHC ha sido de 4,58 + 0,81 fmol/L
para el primer analisis y de 8,07 £ 6,57 fmol/L en el segundo). El tercero
(OLPA) presento unos valores de antigenemia inequivocamente positivos. Los

tres casos fueron considerados falsos positivos.

Los dos pacientes con un primer resultado en Zona Gris eran pacientes
sometidos a evaluacion pre-trasplante hepatico, con un cuadro similar que
invitaba a pensar en falsas positividades Ag VHC. El paciente BMFJ, varén de
41 afios con un diagnéstico de cirrosis endlica (estadio B de CHILD) desde
2011, presentd diversos episodios de descompensacion desde entonces,
motivo por el cual fue incluido en la lista de espera de trasplante. En la
ecografia realizada para el estudio pre-trasplante se detecto la presencia de
una estenosis aortica grave que contraindicaba la realizacién del mismo.
Finalmente el paciente fallecio seis meses después de éste analisis. En el caso
de GVA, vardn de 58 afos, igualmente estaba diagnosticado de cirrosis endlica
en este caso desde 2012. Tras un episodio de descompensacion ascitica fue
incluido en la lista de trasplante, pero una posterior mejoria de la funcion
hepatica hizo posponer el proceso, evaluando periddicamente su evolucion.

Clinicamente se descarto la presencia de infeccion por VHC.
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La interpretacion de falsa positividad para estos dos pacientes, se baso
en los valores limite de antigenemia dentro del rango de la Zona Gris, en la
negatividad de los Anti-VHC en diversos sueros, en la normalidad de sus

valores de transaminasas en todo momento y en su historia clinica.

El paciente restante, OLPA, es un varén de 64 afios con antecedentes
de hipertensién arterial, pancitopenia secundaria a hiperesplenismo,
insuficiencia renal, ascitis y encefalopatia hepética. En febrero de 2013 se
diagnostica una cirrosis hepatica alcohélica, motivo por el cual se incluye en la
lista de trasplante hepatico, llevandose a cabo el mismo en enero de 2014. Se
dispusieron de dos sueros de este paciente con una separacién de cuatro
meses en los que se determiné tanto Ag VHC como Anti-VHC. En el primero
sus resultados fueron negativos a ambos marcadores mientras que en el
segundo, enmarcado en el andlisis previo a la realizacion del trasplante,
presentd el patron de discordancia mencionado. Asi mismo este paciente
contaba con dos andlisis anteriores, en los que Unicamente se habia
determinado la presencia de Anti-VHC, resultando ésta negativa. El paciente no
presentaba conductas de riesgo que pudieran conllevar un contagio de la
infeccion. Atendiendo a estos datos asi como a su historia clinica, este paciente
fue considerado un falso positivo Ag VHC.

Segun estos datos, hemos encontrado una tasa de falsos positivos con
este perfil del 0,84% (8 muestras de 952). Es una tasa baja, pese a que nuestro
estudio incluye muchas muestras de pacientes complicados como

hemodializados y los relacionados con el trasplante de 6rganos.

El fendmeno de falsa positividad, si bien no es frecuente, si que ha sido
descrito a lo largo de la literatura, encontrandose tasas de especificidad que
oscilan entre el 49% y el 100%. En cualquier caso, la mayoria de los estudios
realizados en poblacion general publicados hasta la fecha han cifrado esta
especificidad por encima del 90% [Agha et al (432), 100%; Courouce et al
(169), 100%; Laperche et al (424),100%; Zanetti et al (433), 100%; Krajden et
al (437), 99%; Netski et al (438), 94%: Valcavi et al (439), 100%, Long et al
(448), 100%]. Si bien como decimos, son casos poco frecuentes, diversos

autores han descrito situaciones de falsa positividad al antigeno por
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discordancia frente a la PCR. Cano et al (431), en su estudio observaron cuatro
casos repetidamente Ag VHC positivos con ARN negativo en un grupo de 1070
donantes de sangre sanos. Igualmente, Gaudy et al (452b) hallaron el patrén
de falsa positividad Ag VHC + / PCR - en 17 (0,7%) de 3295 pacientes Anti-
VHC negativos sometidos a un cribado rutinario. Krajden et al (437), como ya
se ha citado previamente, describieron tres casos, en este caso sobre un
estudio de 1964 muestras de donantes de sangre con dicho patrén (en este
caso determinando el ARN mediante bDNA), al igual que Widell et al (430)
sobre 502 muestras de pacientes de poblacion general sin factores de riesgo.
Datos similares pueden observarse en el trabajo de Medici et al (405), quienes
describen 11 casos Ag VHC positivo con PCR negativo, que interpretan

provisionalmente como artefactos.

No obstante, algunos autores describen porcentajes mas bajos de
especificidad, pero utilizando técnicas caseras de deteccion de Ag VHC, como
Aoyagi et al (422) (especificidad del 84%) y el equipo ELISA Hunan Jynda®
(Hunan Jynda Bioengineering Group Co., Changsha, China), como Zhang et al
(486) (especificidad del 85%), Ouyang et al (487) (especificidad del 49%), en
189 pacientes con hepatitis C crénica, hepatitis B cronica y sanos o Lu et al
(488) (especificidad del 72%), en 191 pacientes de poblacion general. En este
sentido, el metaanalisis sobre comparacion de técnicas para deteccion de
antigeno del core de la hepatitis C realizado por Gu et al (501) entre los afios
1999 y 2010 atribuye estas discrepancias a la utilizacion de estos tres equipos,
ya que no aparecen cuando se tienen en cuenta Unicamente los datos de las

técnicas de los ELISA de Ortho.

Aungue el patron Ag VHC + / ARN - no ha sido frecuente, como ya fue
comunicado por nosotros (471) en el XVIIl congreso de la Sociedad Espafiola
de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica celebrado en Valencia en
el aflo 2014, este tipo de sueros deben ser sometidos a estudios mas

profundos, por si no siempre correspondieran con falsas positividades Ag VHC.

Nosotros hemos tenido la oportunidad de observar este patron de falsa
positividad en la paciente I, mujer rumana de 42 afios, que presento un patron
concordante Ag VHC + (10,81 fmol/L) / Anti-VHC + (S/CO 11,59) / LIA + (se
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abordara posteriormente en el apartado referido a muestras concordantes Ag
VHC + / Anti-VHC +), que sin embargo fue discordante respecto a la carga
viral, que fue negativa. Esta paciente, infectada por el genotipo 1b, fue tratada
con PeglFN vy ribavirina en 2009 presentando carga viral negativa en nueve
determinaciones efectuadas desde entonces hasta enero de 2014. En este
ultimo andlisis se ha apreciado la discordancia Ag VHC + / Anti-VHC + / PCR -,
siendo el Ag VHC repetidamente positivo. Este tipo de casos, como describen
en un estudio Quiroga et al (503), pueden corresponderse con una infeccion
oculta con una localizacion limitada a nivel hepéatico o a nivel de las células
monociticas y que cursa con viremia negativa, lo cual solo seria demostrable
mediante el analisis de una biopsia hepética o de sangre completa. En este
caso concreto pensamos que se trata de un falso positivo Ag VHC ya que
parece poco probable que en esta paciente el virus persistiera en el higado en
ausencia de viremia por los repetidos controles PCR negativos a lo largo de

cinco afnos, pero no podemos afirmarlo con seguridad.

En nuestro estudio hemos observado que los pacientes con este patron,
presente en 10 sueros, estaban incluidos en el programa de (seis casos: BMFJ,
CRM, CGJ, GVA, KK, OLPA), en programa de hemodialisis [dos casos: BOS
(dos muestras) y LAJP] y en una inmunodeprimida (MOAI).

De estos 10 sueros, ocho han sido considerados falsos positivos, lo que
tiene especial trascendencia en pacientes posibles donantes de 6rganos y en
pacientes hemodializados, ya que puede ser un condicionante importante en su
manejo (470). La presencia de estos falsos positivos podria obligar a descartar
a un donante o condicionar la asignacion del paciente a un rifion artificial
inadecuado. En todo caso, pensamos que la frecuencia es baja, y que por el
contrario, la utilizacion de este marcador proporciona una mayor garantia de

seguridad para trasplantes y para hemodialisis.

Por el contrario, no hay que olvidar que dos pacientes con este perfil
eran verdaderos positivos, lo que resalta la importancia practica de este
marcador y especialmente en el grupo de inmunodeprimidos al que pertenecian

los dos pacientes mencionados.
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En relacion con los hemodializados con este perfil, hemos encontrado
en la literatura casos de verdaderos positivos [Li Cavoli et al (467); Medhi et al
(465)] y de falsos positivos [Reddy et al (466), Moini et al (454), Miedouge et al
(443)]. Por ello, en estos pacientes es util este marcador para diagnosticar
casos en periodo de ventana y para diferenciar casos con infeccion activa de

casos curados.

En cuanto al segundo patron de discordancia observado, el mas
frecuente, Ag VHC - / Anti-VHC +, se obtuvieron 154 sueros que se

interpretaron de forma diversa.

- La negatividad de la PCR confirmo que 23 muestras fueron verdaderos
negativos para Ag VHC.

e Hubo 13 sueros de 13 pacientes, en los que el LIA VHC fue positivo,
todos ellos fueron interpretados como una infeccion pasada y resuelta.

o Se pudo determinar que nueve de dichos pacientes con LIA +
(LPMA, MGM, MRR, NMV, HRF, DCSIJ, GGA, JBE, RGO) fueron tratados
con diversas pautas de PeglFN-RBV (uno de ellos (NMV) tras reinfeccion
posterior a trasplante hepatico) y todos ellos se confirmaron como respuesta
viral sostenida.

o Otro caso (PCJ), cuyos analisis por duplicado de Ag VHC
confirmaron la negatividad (tras primer andlisis con valores de Ag VHC en
Zona Gris, 3,35 fmol/L), era una mujer de 60 afos igualmente tratada, en
este caso con PeglFN, RBV vy telaprevir, tras lo que negativiz6 la PCR hasta
ocho meses después de finalizar el mismo. La paciente falleci6 a

consecuencia de un hepatocarcinoma en fase terminal.

o En otros tres (GMMI, OLA, RRF) no consta tratamiento alguno,

por lo que posiblemente se tratan de aclaramientos espontaneos.

e Hubo otros dos sueros en los que el patron fue Ag VHC - / Anti-VHC +
/ LIA - / PCR -. Dichos sueros pertenecieron a la paciente FUC, mujer de 55
afios, y a la paciente LPS, mujer de 40 afios. FUC era una paciente en

tratamiento por una neoplasia de mama a la que se pudo realizar PCR cinco
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meses después del analisis objeto de este estudio, con resultado negativo. La
paciente LPS habia presentado un patron de Anti VHC + / LIA - dos afios antes
en el marco de un embarazo, realizdndose entonces una PCR que resulté
negativa. Desde entonces se han realizado cuatro analisis mas, incluido el
objeto de este analisis, resultando el patrén idéntico en todos los casos.
Ninguna de estas dos pacientes presentaron signos ni clinica indicativa de
infeccién por VHC. A la luz de la clinica, asi como de su resultado LIA -y sus
bajos valores S/CO de Anti-VHC (5,06 y 5,70 respectivamente), ambos sueros

fueron interpretados como falso positivo del Anti-VHC.

e Por ultimo, se observaron ocho sueros de siete pacientes (ALF, ACR,
BGJA, EKH, MRJA, OSM, YR) con antigeno negativo confirmado tras PCR, y
Anti-VHC + con LIA VHC indeterminado.

o Cinco de los pacientes, (ALF, EKH, ACR, MRJA e YR), a tenor
de las cifras bajas de su indice S/CO (entre 1,17 y 4,33), asi como del cuadro
clinico que presentaron, se interpretaron como falsos positivos Anti-VHC.

El paciente ALF, vardon espafol de 53 afios, habia presentado otro
analisis dos afios antes con un patrén idéntico (LIA indeterminado merced a la
positividad de NS4 con intensidad 1+), en ese caso sin PCR ni Ag VHC
realizados. No constaba haber recibido tratamiento alguno frente a la infeccién.

La paciente EKH, mujer marroqui de 22 afios, con dos muestras en este
estudio con este patron, presentaba cinco sueros analizados entre 2009 y 2014
en los que se repetia el patrén Anti-VHC + / LIA indeterminado (en este caso la
banda positiva se trataba la C1 con intensidad variable 1+ o 2+) pero en los
gue se apreciaba una evolucion a la negatividad en el indice S/CO. Finalmente
en junio y julio de 2014 pudo confirmarse la negatividad Anti-VHC en sendos
analisis. No consta haber recibido tratamiento frente a la infeccion.

El paciente ACR, varén espafiol de 49 afios, presentaba antecedentes
de dislipemia, hipertension arterial, habito endlico importante e infarto cerebral.
Ante la ausencia de datos sugestivos de infeccion por VHC, asi como de
conductas de riesgo para infectarse, este patron con PCR negativa, que se

repitié en el intervalo de un mes (con la Unica diferencia de que en el segundo
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analisis la intensidad de la Unica banda LIA positiva, la NS3, fue +/- frente al 1+
del primero), se interpreté como un falso positivo Anti-VHC.

El paciente MRJA era un varon espafiol de 20 afios sin antecedentes
clinicos de interés. Presentaba conducta sexual de riesgo en el momento del
analisis, motivo por el cual se le efectuaron analisis microbiolégicos para
descartar ITS, resultando todos ellos negativos. Este patron, que se repitié en
el intervalo de cuatro meses (con la Unica diferencia de que en el segundo
analisis la intensidad de la Unica banda LIA positiva, la NS3, fue 1+ frente al +/-
del primero). El patron presentado coincide con el de un falso positivo Anti-
VHC, ya que de haber sufrido un contagio relacionado con esa conducta, la
carga viral hubiera acabado siendo positiva (y ha sido negativa) y elevada de

tal forma que la antigenemia presumiblemente hubiera sido detectable.

Por ultimo, la paciente YR se trataba de una mujer China de 36 afios
que, en el momento del andlisis, estaba embarazada. Esta paciente contaba
con otros dos analisis correspondientes al segundo y tercer trimestre del
embarazo en los que presentaba exactamente el mismo perfil, incluido LIA
indeterminado con la Unica positividad de la banda NS3 una intensidad 1+.
Igualmente se realiz6 una PCR paralela en la muestra objeto de estudio en
este apartado, asi como en otra posterior al embarazo, siendo la misma
negativa, por lo que los resultados de los citados tres analisis, llevados a cabo
durante el embarazo, se interpretaron como un falso positivo a Anti-VHC. Los
resultados seroldgicos en las embarazadas son objeto de un profundo debate.
La literatura describe casos de determinaciones tanto de IgM como de IgG
frente a ciertos patdgenos falsamente positivos en pacientes embarazadas,
situacion que se da con mayor frecuencia en situaciones de multiparidad. Estos
escenarios estan recogidos en estudios como el de Hook et al (489) o de
Larsen et al (490), quienes focalizaban este tipo de respuesta para pruebas no
treponémicas en el diagnodstico de la sifilis. Alanen et al (491) describieron una
tasa de falsos positivos en IgG del virus del virus de la varicela no
excesivamente llamativa, del 1,5% sobre 558 pacientes embarazadas.
Abolghasem et al (492), por su parte, describieron la presencia en
embarazadas de falsos positivos IgM frente a toxoplasmosis y asociaron este

fendbmeno a desordenes reumatoldgicos en estas pacientes. De Carolis et al
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(493) centraban las falsas positividades observadas en IgM de citomegalovirus
en pacientes embarazadas con sindrome anti-fosfolipido. En el caso de esta
paciente los valores S/CO de Anti-VHC han resultado bajos (4,33, 4,08 y 3,40),
lo cual, a pesar de la indeterminacion de la prueba confirmatoria y mas
especifica como es el LIA, habla a favor de una falsa positividad. En cualquier
caso la negatividad de tanto el Ag VHC realizado en las tres muestras, asi
como de la PCR en todo momento, nos confirman la ausencia de una infeccion

activa.

o Hubo un paciente, BGJA, varon de 50 afios, interno en una
prision, exadicto a drogas de administracion parenteral y coinfectado por VHB,
VIH (en tratamiento con ritonavir, darunavir y galantamina) y VHC (genotipo 3)
tratado previamente al analisis (en otra comunidad autbnoma) con PeglFN y
ribavirina en 2010. Este perfil, observado en el afio 2013, podria deberse bien a
la ausencia de infeccion activa por VHC tras el tratamiento (situacién en la que
podria objetivarse una RVS, pero que es dificil de confirmar ante la falta de
analisis en nuestro centro, correspondientes al periodo durante el cual fue
tratado), y/o a la inmunosupresién derivada de la infeccién VIH. El valor bajo de
S/CO de Anti-VHC (3,18; y en su caso el LIA indeterminado con solo la banda
NS3 de 2+) apuntan a la primera posibilidad. La cifra de linfocitos T CD4
(1144,17/mm?) parece descartar la segunda. Sin embargo, Long et al (448)
describieron titulos de anticuerpos inferiores en pacientes coinfectados VHC /
VIH frente a pacientes monoinfectados por VHC. En cualquier caso, ante la
ausencia de mas andlisis en nuestro centro no se pudo realizar una
interpretacion sodlida de este patron, mas alld de confirmar la ausencia de
infeccion activa.

o El paciente OSM, vardn espafiol de 42 afios de edad, con
antecedentes de adiccion a drogas parenterales, esquizofrenia controlada,
trombocitopenia y cirrosis hepatica de origen mixto (alcohol y VHC), que motivo
TOH en octubre de 2008. Tras el trasplante presentd un episodio de rechazo
agudo en el contexto de un mal cumplimiento involuntario del tratamiento
inmunosupresor, que fue tratado con corticoides. En enero de 2009, ante la
ausencia de mejoria analitica se realiz6 nueva biopsia hepatica que mostro

datos de recidiva de la infeccion VHC en el injerto, sin signos de rechazo,
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motivo por el que en marzo de ese mismo afio se inicid tratamiento con
interferén pegilado y ribavirina. Ante el rechazo crénico del injerto, no
controlable con tratamiento, en julio de 2009 se realiz6 retrasplante. En enero
de 2010 se observan multiples abscesos hepaticos secundarios a trombosis de
la arteria hepatica por lo que es retrasplantado. Desde el punto de vista
serologico este paciente ha presentado PCR sucesivamente negativas desde
su tratamiento frente a la infeccion en 2009 (9 PCR negativas desde entonces)
por lo que se objetiva una RVS. En este paciente se puede achacar sus
resultados LIA y Anti-VHC a curacién e inmunosupresion post-trasplante con

aclaramiento progresivo de los anticuerpos.

- La positividad de la PCR confirmé que 38 muestras fueron falsos
negativos para el Ag VHC. En el caso de estos 38 sueros se realizo
determinacion paralela de PCR. Todos ellos, salvo una muestra (MZJL),
presentaron una carga viral por debajo de 10* Ul/mL (concretamente se
observé un valor méaximo de 6,25 x 10* UI/mL, minimo de 15 Ul/mL, media de
2,54 x 10° + 9.86 X 10° UI/mL), por lo que todos ellos se interpretaron como
falsos negativos de Ag VHC, asociados a la falta de sensibilidad de la técnica.
Dicha falta de sensibilidad en pacientes con cargas virales inferiores a 10*
Ul/mL ha sido descrita por numerosos estudios como Laperche et al (424),
Soffredini et al (429), Krajden et al (437), Valcavi et al (439). Uno de los mas
recientes, publicado por Chevaliez et al (437b) cifraban el limite de sensibilidad
en 1000 UI/mL, mientras que Florea et al (475) observaban el limite de
deteccion entre 3 o 3,5 logaritmos. Esta consideracion de falsa negatividad Ag
VHC cobra mas fuerza, si cabe, dado que todos ellos presentaban una
infeccion conocida y tratada frente a el VHC, lo que descarta posibles falsos

positivos de la PCR.

El paciente MZJL, varon espafiol de 40 afios, presentd la mencionada
carga viral de 6,25 x 10* Ul/mL. Este paciente, adicto a drogas de via parenteral
e interno en una prisién, se encontraba coinfectado con VHC (genotipo 4c/4d),
VIH (en tratamiento) y HTLV-2. Presentaba unos niveles de linfocitos T CD4 de
1196,17/mm?, transaminasas normales (21 UI/mL) y estaba siendo sometido a
tratamiento con PeglFN y RBV frente a la infeccion por VHC, negativizando su

carga viral tres meses después y confirmandose posteriormente una RVS. Los
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valores de Ag VHC (2,89 fmol/L) presentados por este paciente fueron
cercanos al limite inferior de deteccion. En cualquier caso se trata de una falsa
negatividad Ag VHC relacionada con la falta de sensibilidad y probablemente
influenciada por la complicada situacion fisiopatolégica del paciente con una

coinfeccién multiple y deterioro de su sistema inmune.

En otros 93 sueros no se llevo a cabo la PCR por lo que no se pudo
realizar una interpretacion precisa de este perfil basada en su situacion
replicativa. Por ello, esta interpretacion debié hacerse en funcion de los

resultados del LIA y de los antecedentes clinicos.

- Observamos 45 sueros de 32 pacientes, en los que este patron se dio
con LIA indeterminado. Los valores de Anti-VHC fueron bajos (siempre
inferiores a un indice S/CO < 10), lo cual suele corresponder a falsos positivos
o pacientes curados que estan perdiendo los Anti-VHC. Esto concuerda
perfectamente con el hecho de que en estos pacientes predomina la banda
NS3, banda que si bien mejora la sensibilidad de la técnica (504), también es la
gue con mas frecuencia genera resultados indeterminados en los RIBA 2 y 3
(502, 505).

De los 32 pacientes con este patron, destaca la presencia de seis
embarazadas (BMAM, GGML, HS, MFN, PIY, YR), tres en programa de
trasplantes (KCK, LGA, SAM) y dos hemodializados (CGAA, SEM).

e En 14 de los 32, disponiamos de resultados de PCR realizada en algun
momento de su evolucién pero no coincidente con el suero que nos ocupa. Los
14 habian resultado negativos a dicha determinacién, lo cual refuerza la

sospecha de paciente curado o de falsa positividad Anti-VHC.

En seis (ACR, CGAA, MGD, SEM, SSJ, YR) de estos 14 pacientes se
habia realizado mas de un analisis de Anti-VHC en los que se obtuvo el mismo
patréon Anti-VHC + / LIA IND. Ante la dificultad que implica objetivar una
infeccion con un patrén persistente como éste, se tuvo que recurrir a la PCR

con los resultados negativos ya mencionados.
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Atendiendo a sus historias clinicas, en 10 de esos 14 pacientes no se
registré en ningun momento el diagnéstico de infeccion por VHC mientras que
en los otros cuatro (CRL, CGAA, CCG, KCK), si que figuraba dicho diagndéstico.

o Entre aquellos cuatro diagnosticados de la infeccion, observamos un

paciente neonato y tres tratados.

El paciente (CRL) es hijo de madre espafiola infectada por VHC sin
determinaciéon de carga viral durante el embarazo. Si analizamos sus
resultados se puede deducir que este paciente no presentaba una infeccion
activa y se encontraba en una fase de aclaramiento de los anti-cuerpos
maternos. Si bien este nifio tenia 12 meses de edad en el momento del
andlisis, diversos trabajos como el publicado por Solis et al (473), indican la
existencia de casos de persistencia de anti-VHC + hasta los 24 meses de edad

en hijos no infectados de madres VHC positivas.

Tres pacientes (CCG, KCK y CGAA) habian sido sometidos a

tratamiento lo que habia disminuido la carga viral hasta niveles indetectables.

En definitiva, atendiendo a las determinaciones de la carga viral en
andlisis diferentes a los que son objeto de este estudio, podemos confirmar la
ausencia de una enfermedad actual en todos estos pacientes. Este patron en
pacientes curados fue descrito por Rouet et al (472) en un paciente con
negatividad de Ag VHC y ARN frente a Anti-VHC positivo con valores bajos y
LIA indeterminado.

o En cuanto a los 10 pacientes (ACR, LGA, MGD, MFMA, PLF, SEM,
SSJF, SAM, SSJ, YR) con PCR negativa previa o posterior al analisis, sin
diagnostico previo de infeccion por VHC, persistia la duda entre una posible
infeccion asintomatica curada espontaneamente o una falsa positividad Anti-
VHC. Cabe destacar que los valores S/CO de Anti-VHC estuvieron en un rango
bajo (entre 6,03 y 1,24, media de 3,21 * 1,36), lo que en ausencia de historia
clinica sugestiva de infeccion por VHC nos lleva a interpretarlos como falsos
positivos Anti-VHC. En cualquier caso se puede afirmar que no existe una

infeccion activa.
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e Por otro lado, hubo 18 pacientes que no presentaban ninguna

determinacién de la carga viral previa ni posterior a los analisis evaluados.

o En siete de ellos (ATC, BM, LOT, MRJA, NFA, NCAJ, UPJM) su
historia clinica reflejaba un diagnéstico de la infeccion por VHC previa. Dado
que no constan haber recibido tratamiento en ningln momento, en todos estos
casos podria deducirse que se trataria de casos en remision espontanea y en

fase de aclaramiento de los Anti-VHC [Gerlach et al (141)].

o Entre los 11 sin diagnéstico previo de infeccion por VHC (AK,
BMAM, EPME, GGML, GDMDC, HS, JMMG, LEVM, MGEJ, MFN, PIY),
encontramos cinco (BMAM, GGML, HS, MFN, PIY) cuyos analisis se habian

realizado en el marco de un embarazo.

. Estas cinco pacientes junto con la previamente mencionada YR
hacen que el grupo poblacional mayoritario con este patron de discordancia Ag
VHC -/ Anti-VHC + y LIA indeterminado sea el de las pacientes gestantes. Esta
situacion fisioldégica podria justificar la aparicion y persistencia de falsos
positivos a Anti-VHC en todas ellas. En este sentido, como ya se ha descrito
anteriormente para el caso de YR, la literatura describe casos en las que se
considera el embarazo como inductor de falsos positivos en la serologias de
determinadas enfermedades infecciosas (489, 490, 491, 492, 493).

. En cuanto a los seis pacientes restantes hubo una paciente, EPME,
mujer espafiola de 64 afos, quien habia presentado patrones de Anti-VHC
exactamente iguales en repetidas ocasiones, sin determinacion de la carga
viral ni diagnéstico clinico previo que pueda ayudar a discernir el motivo de esta
positividad. Del mismo modo, hubo otros cuatro pacientes (AK, GDMDC,
JMMG, LEVM) que Unicamente presentaron el analisis objeto de este estudio y
dentro de su historia clinica no presentaron antecedente alguno; en todos ellos
ha resultado imposible responder con certeza sobre la presencia de infeccidon
por VHC. Sin embargo, a la luz de dichos datos, asi como de sus valores S/CO
bajos de Anti-VHC (concretamente entre 3,14 y 1,42, media 2,24 + 0,65),
puede deducirse que se tratan de falsos positivos Anti-VHC. Hubo otro paciente

el paciente (MGEJ), varon espafiol de 38 afos con antecedentes de
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enfermedad de Crohn estenosante diagnosticada hace 26 afos, intervenido
quirargicamente en tres ocasiones desde entonces y con tratamiento
farmacolégico. Se le realizaron dos determinaciones de Anti-VHC en el periodo
de un afio con patrones idénticos de Anti-VHC + (S/CO 7,28) / LIA IND NS3 3+
y el segundo Anti-VHC + (S/CO 2,17) / LIA IND NS3 1+. Si bien en su primer
analisis los valores S/CO de Anti-VHC fueron ligeramente mas elevados a los
observados en el resto de pacientes con este cuadro, lo que nos podria llevar a
pensar en un verdadero positivo y en la necesidad de llevar a cabo un anélisis
de PCR para confirmar la presencia de una infeccion activa con cargas virales
bajas, la evolucion de sus valores S/CO en el segundo andlisis nos lleva a

interpretarlo una vez mas como un falso positivo Anti-VHC.

La literatura habla de que casi todos los falsos positivos para Anti-VHC
tienen un indice S/CO menor a 10. En ese sentido Moretti et al (474) a partir de
un estudio de 12.800 sueros, indicaron que todas aquellas muestras con indice
S/ICO por debajo de 10,3 en un ensayo de quimioluminiscencia para
anticuerpos VHC, deben ser confirmadas mediante RIBA o LIA, siendo el
resultado de esta ultima técnica la que definirda la interpretacion. Para aquellas
muestras con S/CO superior a 10,3 cifr6 el VPP en 95% y el VPN igualmente
en 95%. Como ya expusimos en el XVIII congreso de la Sociedad Espaiiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica desarrollado en Valencia en
2014, el Ag VHC puede ser una alternativa al LIA maxime cuando se trata de
una prueba mas rapida, mas barata y mas facil de realizar (468). En nuestro
caso, los falsos positivos tienen un indice de Anti-VHC < 10, pero los

verdaderos, lo tienen por endima y por debajo de la mencionada cifra.

- Por otro lado, en este estudio se incluyen 25 sueros de 23 pacientes en
los que el patron obtenido fue Ag VHC - / Anti-VHC + / LIA + sin PCR
determinada paralelamente. Se trataba de pacientes pertenecientes a los
grupos de riesgo incluidos en nuestro estudio o a la poblacion general,
tratados, con infeccion previa conocida por el virus de la hepatitis C en los que
no procedia la realizacion de la PCR en este momento o lactantes no
infectados hijos de madres con infeccién activa. No inclyen a ningun posible

donante de érganos.

231



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] Faluitly

- Por ultimo, observamos 23 sueros de 21 pacientes, en los que el patron
obtenido fue Ag VHC - / Anti-VHC + / LIA - sin PCR paralela determinada. Es
remarcable el hecho de que en este grupo los valores de Anti-VHC resultaron
bajos (media S/CO= 2,54 + 1,73). A tenor de estos datos, todos los sueros en

este grupo fueron considerados como falsos positivos Anti-VHC.

Entre estos pacientes es destacable que 10 de ellos presentaban
comorbilidades o procesos fisiologicos compatibles con alteraciones
inmunologicas origen de falsos positivos, como son embarazos,
hemodializados, en tratamiento quimioterdpico oncoldgico, coinfectados VIH /
ADVP. No obstante queremos destacar que en la literatura se describen otras
causas de falsos positivos Anti-VHC. Concretamente Dos Santos et al (477),
Gross et al (482), Lunel et al (483) y Trepo et al (484) explicaban como habia
ciertos aspectos, como presencia de hipergammaglobulinemia, enfermedades
hepaticas, desdrdenes autoinmunes u otras infecciones virales, que podian
ocasionar la aparicion de falsos positivos Anti-VHC mediante determinacién por
EIA. También, en referencia a estos falsos positivos, Berger et al (476)
publicaban en su estudio como los valores Anti-VHC S/CO entre 1,3 y 3 se
correlacionaban con una elevada proporcion de falsos positivos Anti-VHC no
confirmados mediante RIBA o LIA. Dicho estudio, sin embargo, cifraba en un
99,41% la especificidad de la determinacion de Anti-VHC mediante el equipo
Architect utilizado en nuestro estudio, dicha especificidad aumentaba hasta un
99,68% tras la implementacién del Inno-LIA confirmatorio.

En andlisis de este perfil discrepante remarca que que la positividad de
Anti-VHC, confirmada con LIA o RIBA no indica necesariamente infeccion
actual por VHC. Este perfil puede representar un resultado falso positivo o
infecciones previas por VHC curadas. En definitva, un resultado Anti-VHC
positivo debe interpretarse, en sentido estricto, exclusivamente como un

contacto previo con el virus

Los falsos positivos pueden suponer un problema en donantes de

organos o tejidos o en hemodializados.
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En los pacientes donantes, este perfil (Ag VHC -/ Anti-VHC + / LIA - sin
PCR) podria ocasionar el rechazo del donante, pero sucederia [o mismo si no
se hubiera hecho el antigeno. En nuestro caso, de los cuatro sueros con
resultado falso positivo Anti-VHC de los pacientes en programa de trasplante,
ninguno se ha producido en donantes. En los receptores este perfil supone un
problema menor porque hay tiempo suficiente para estudios ulteriores que

aclaren su significado.

En los pacientes hemodializados, este perfil (Ag VHC - / Anti-VHC + /
LIA - sin PCR) podria condicionar el manejo de los mismos, pero los 10 falsos
positivos detectados podrian a ser estudiados con mayor profundidad y
descartar la presencia de infeccién activa. En todo caso, la utilizacion del
marcador Ag VHC permitiria diferenciar una infeccion actual (Ag VHC +) de una
curada (Ag VHC -), lo cual podria aconsejar una nueva valoracion de los
pacientes Ag VHC - / Anti-VHC +, pasando a ser considerados sujetos no

infectados.

La falsa positividad Anti-VHC no parece representar un fenbmeno muy
frecuente en poblaciones de pacientes hemodializados segun la literatura
revisada. En definitiva las valoraciones efectuadas por dichos autores pasan
por equiparar esta situacién a la observada en la poblacién general y que la
literatura describe ampliamente [Berger et al (476), Dos Santos et al (477),
Gross et al (482), Lunel et al (483) y Trepo et al (484)].

En cuanto a los patrones de resultado concordantes, se obtuvieron 175
sueros pertenecientes a 145 pacientes con patron de positividad tanto para Ag

VHC como para Anti-VHC y 613 negativos a ambos parametros.

Entre aquellos positivos a ambos marcadores, hubo 19 muestras cuyos
valores de Ag VHC en un primer analisis resultaron en Zona Gris (Zgr),
posteriormente confirmados como positivos. Se efectué PCR en paralelo a 16
de estas 19 muestras y 15 de ellas mostraron niveles de carga viral por debajo
de 10* UI/mL, valor por debajo del cual desciende considerablemente la
sensibilidad de la técnica, segun la literatura consultada [Laperche et al (424),
Krajden et al (437), Valcavi et al (439), Soffredini et al (429), Chevaliez et al
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(437b), Florea et al (475)]. Por lo tanto, cargas virales inferiores a 10* se suelen

asociar con valores de Ag VHC negativos o en Zonas Gris

Entre los pacientes incluidos en el grupo con patrén concordante Ag
VHC + / Anti-VHC + / LIA + encontramos un caso especial. Se tratdé de la
paciente Il, mujer espafiola de 42 afos, que presentd el citado patron
concordante que, sin embargo, fue discordante respecto a la carga viral, que
fue negativa. Su caso ha sido comentado previamente. Esta paciente, infectada
por el genotipo 1b, fue tratada con PeglIFN y ribavirina en 2009, presentando
carga viral negativa en nueve determinaciones efectuadas desde entonces
hasta enero de 2014. En ese ltimo andlisis se ha apreciado la discordancia Ag
VHC + / Anti-VHC + / PCR -. Como ya hemos destacado previamente, creemos
gue se trata de un falso positivo Ag VHC ya que parece poco probable que en
esta paciente el virus persistiera en el higado / monocitos en ausencia de

viremia, por los repetidos controles PCR negativos a lo largo de cinco afios.

Por otro lado, se observaron cinco muestras de cinco pacientes (CSL,
CBJ, MV, SCF y NGE) con Anti-VHC + / LIA indeterminado y Ag VHC +. Los
valores observados de Ag VHC fueron elevados (media de 5857,13 + 4396,35
fmol/L), mientras que los valores de Anti-VHC fueron moderadamente bajos
(media S/CO= 8,58 + 4,64). Se realiz6 PCR en cuatro de estas muestras con
unas cargas virales elevadas (5,35x10° + 1,02x10” Ul/mL). Todas las muestras
resultaron LIA indeterminado merced a la positividad de la banda NS3, banda
que, si bien mejora la sensibilidad de la técnica (504), también es la que con
mas frecuencia genera resultados indeterminados en los RIBA 2 y 3 (502, 505).

El paciente CSL, varon espariol de 54 afios, presentaba antecedentes de
cirrosis hepatica por VHC (genotipo 1a, tratado con IFN en 1997 sin resultado),
trombopenia autoinmune secundaria a VHC, que requirid esplenectomia en
1997, y dos ciclos de Rituximab entre 2000 y 2005. En 2008 se le diagnostico
linfoma de Hodking, del que es tratado con seis ciclos de CHOP, seguidos de
remision. Desde entonces, presenté hipogammaglobulinemia, afectando a IgG,
IgA e IgE, con cuadros de sinusitis cronica, aftas orales candidiasicas e
infecciones respiratorias de repeticion, que requirieron infusiones mensuales de

Ig. Serologicamente el analisis objeto de estudio se efectud el 25/03/2013, con
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el consabido patron Ag VHC + (11893,21 fmol/L) / Anti-VHC + (S/CO 1,29) / LIA
IND (NS3 +/-). Previamente a este andlisis, se evaluaron tres sueros, entre
2008 (afo en el que el paciente recibio los seis ciclos de CHOP) y 2012, siendo
en todos ellos el patrén Anti-VHC + / LIA IND, con una evolucion tanto de los
valores S/CO (7,01; 5,44 y 1,7) como del LIA (NS3 +2; NS3+2; NS3+1) a la
negatividad. Posteriormente al andlisis objeto de estudio, se dispusieron de
cuatro determinaciones de la carga viral (entre octubre de 2013 y noviembre de
2014), siendo en todas ellas positivas, con valores superiores a los 6
logaritmos. Asi mismo, en septiembre de 2014 se efectué una determinacion de
Anti-VHC siendo esta negativa (S/CO 0,31), negatividad que persistia en mayo
de 2015, mes en el que el paciente fallecio. El resultado observado en este
paciente es similar al descrito previamente en el caso del paciente CGJ, y
cuadra con la hipogammaglobulinemia derivada de los sucesivos tratamientos
inmunosupresores (249, 511, 512). La inmunosupresion es una circunstancia
descrita como productora de resultados indeterminados con RIBA de tercera
generacion (200, 506).

El paciente CBJ se trata de un individuo de 13 afios, que adquirié la
infeccion por transmision vertical, por lo que presenta resultados de PCR
positivos desde su nacimiento junto con transaminasas elevadas, Anti-VHC
negativos repetidamente al menos hasta los cuatro afios de edad. A la luz de
que el nifio no presentaba ningun tipo de inmunodeficiencia, ya que habia
experimentado una buena respuesta de anticuerpos tras la administracion de la
vacuna triple virica a los 18 meses de edad, Pitart et al (468b) etiquetaron este
caso como una inmunotolerancia al VHC. En el andlisis que se evalla en estos
momentos, cuando el paciente contaba con 12 afios de edad, el patrén habia
cambiado, siendo entonces Ag VHC + (3949,07 fmol/L) / Anti-VHC + (S/CO
13,38) / LIA indeterminado (positividad Unicamente para la banda NS3 4+) y
transaminasas moderadamente elevadas (49 Ul/mL). Se trataria por lo tanto de
un paciente que ha perdido la inmunotolerancia inicial frente al VHC y esta en
fase de seroconversion. Las inmunotolerancias, y especificamente aquellas
relacionadas con el VHC, son situaciones repetidamente descritas en la

literatura que cursan con ausencia de anticuerpos en presencia del agente
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causal de la infeccion. [Durand et al (423b), Laperche et al (424), Suzuki et al
(507), Zanetti et al (508) y Sarridn et al (509)].

La paciente MV, de 41 afos de edad y originaria de Rumania, se
corresponde con patrén compatible con una infeccidn inicial. En un analisis
realizado un afio antes, la determinacion de Anti-VHC resulté negativa (S/CO
0,09), en el analisis objeto de estudio en estos momentos presenté un patrén
de Ag VHC + (5704,4 fmol /L) / Anti-VHC (S/CO 7,47) / LIA indeterminado
(Unicamente banda NS3 2+); por ultimo en otro analisis realizado afio después,
las cifras de Ag VHC fueron de 1354,00 fmol/L, las de S/CO de Anti-VHC
fueron de 15,03 y el LIA resulté positivo merced a la presencia de las bandas
NS3, NS4 y NS5, todas ellas con una intensidad de 4+. Todo apunta a que se
ha tratado de una seroconversion, coincidiendo el segundo analisis con el
periodo ventana para el LIA, motivo por el cual el LIA ain no result6é positivo en
ese momento. Este paciente, que se encuentra en periodo de ventana no
hubiese sido diagnosticado sin la prueba de Ag VHC ya que ante un indice
S/CO de anti-VHC moderado y LIA indeterminado podria haber sido
interpretado como falso positivo Anti-VHC o, en el mejor de los casos, haberse
solicitado una nueva determinacion serolégica de hepatitis C con posterioridad,
lo que implica un retraso diagnostico y el riesgo potencial de pérdida del

paciente.

Del paciente SCF, varon espafiol de 82 afios, se remiti6 una muestra
desde la consulta de digestivo de una localidad perteneciente a nuestra area de
salud, por presentar una elevacion de las transaminasas (382 Ul/mL). A los 10
meses del analisis objeto de estudio se determind la carga viral siendo la
misma de 2,15 x 10° UI/mL, junto con unos Anti-VHC de nuevo positivos (S/CO
9,33), LIA positivo por presencia de las bandas NS3 3+ y NS4 2+ y ALT de 77
Ul/mL. Pensamos que en el momento del analisis que nos ocupa, este paciente
presentaba un cuadro agudo en periodo de ventana tardio préximo a la

positivizacion definitiva del LIA.

El periodo serologico de ventana que, en este caso, afecta al LIA y que
con las técnicas seroldgicas de tercera generacion se cifran para Anti-VHC

entre 60 y 66 dias, es una de las debilidades en el diagndéstico de la hepatitis C
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[(Icardi et al (170) y Marwaha et al (439b)]. La técnica de Ag VHC se muestra
particularmente Util en los pacientes en periodo de ventana, que pueden ser
especialmente peligrosos cuando se trata de donantes de 6Organos o0 en

programa de dialisis, al provocar una sensible reduccion del mismo.

El paciente NGE, varon espafiol de 43 afios, presentaba antecedentes
de cirrosis hepatica endlica y gonorrea. En andlisis evaluados en 2010 y 2011
la determinacion de anti-VHC resulté negativa, con ALT de 46 y 163 Ul/ mL,
respectivamente. En 2013 dicha determinacion resulté positiva (S/CO de 12,25)
al igual que el LIA confirmatorio (bandas C1 4+, C2 2+, NS3 4+ y NS4 1+) con
ALT de 105. A los cuatro meses se efectud el analisis objeto de estudio, con Ag
VHC de 41,27 fmol/L, Anti-VHC + (S/CO 11,41), LIA indeterminado (con una
Gnica banda positiva, NS3 4+) y una PCR positiva con carga viral < 15 Ul/mL.
En ese momento sus valores ALT fueron de 30 Ul/mL. A los dos meses de
dicho analisis la carga viral permanecia en las mismas cifras, para
negativizarse cuatro meses mas tarde. Un afilo més tarde de este ultimo
analisis la antigenemia resultd negativa y los Anti-VHC positivos, con unas
cifras S/CO bajas (2,63) y un LIA indeterminado merced a la positividad Unica
de la banda NS3 1+. Interpretamos que en este caso se trataba de una
infeccion aguda por VHC (periodo de ventana) que se resolvid
espontaneamente, probablemente. A este respecto, hay abundante literatura
que describe la cinética viral asi como de sus marcadores en cuadros de
hepatitis C aguda [Pérez-Alvarez et al (118), Gerlach et al (141) y Cividini et al
(177)].

La aplicacion de la técnica del Ag VHC nos ha permitido diagnosticar
diversos casos de infecciones por este virus, que podrian haber pasado
desapercibidas sin aplicacion de técnicas de biologia molecular, como son
casos de infeccion aguda, en periodo de ventana para Anti-VHC y/o LIA, con

inmunotolerancia e inmunodeprimidos.

En este sentido, nuestros datos confirmarian los hallazgos e
interpretaciones realizadas por diversos autores. En sendos estudios de
Pawlotsky et al (200, 506) se describian resultados indeterminados en

inmunodeprimidos; la situacion de inmunotolerante respecto al VHC lo
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describian Durand et al (423b), Laperche et al (424), Suzuki et al (507), Zanetti
et al (508) y Sarrion et al (509); en cuanto a la situacion del periodo ventana
tenemos a Icardi et al (170) y Marwaha et al (439b), que lo cifran
aproximadamente en dos meses; por ultimo, la cinética del VHC en cuadros de
hepatitis C aguda lo describen Pérez-Alvarez et al (118), Gerlach et al (141) y
Cividini et al (177).

En un estudio publicado por Seiskari et al (494), a partir de un estudio
sobre 27.454 muestras, pertenecientes a pacientes no diagnosticados
previamente, observaron 668 positivas frente a Anti-VHC de las cuales 109
resultaron LIA negativo y 63 indeterminado. Los autores confirmaron la
positividad Ag VHC en un 13% de las muestras mientras que el 18% fueron
confirmadas mediante técnicas de biologia molecular. De este modo, concluian
que el uso del Ag VHC, a pesar de su peor sensibilidad en comparacion con la
PCR, era de gran utilidad a la hora de definir la interpretacion de este tipo de
patrones analiticos.

En cuanto al otro patron concordante observado, Ag VHC - / Anti-VHC -
, Se obtuvieron 613 sueros pertenecientes a 384 pacientes. Con ello se
constata que la mayoria de Ag VHC negativos, son Anti-VHC negativos, lo que

resalta la bondad del primero de estos marcadores para realizar cribado.

Una posible problematica a la hora de utilizar la deteccion del Ag VHC
puede ser la aparicién de resultados en Zona Gris y su interpretacion. En total,
en nuestro estudio, observamos 33 sueros (3,46%) correspondientes a 32
pacientes con un primer resultado de antigenemia en Zona Gris, para cuya
interpretacion se determind la carga viral en 24 de dichos sueros. La Zona Gris
es previsible que aparezca en dos tipos de situaciones: falsos positivos y
situaciones de antigenemia baja como puede suceder en pacientes infectados

tratados o0 en pacientes que estan aclarando espontdneamente el virus (510).

El porcentaje detectado por nosotros no parece excesivo,

especialmente si se tiene en cuenta que buena parte de las muestras que
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hemos analizado pertenecen a pacientes complicados y/o previamente

tratados.

- Hubo 25 (75,76%) sueros en los que, tras repeticion, se confirmo el
resultado de Ag VHC como positivo, con valores de antigenemia entre 3,02 y
9,32 fmol/L (media: 5,74+1,81).

e Entre los confirmados como positivos, se observaron 19 sueros
concordantes con Anti-VHC y LIA, 16 de ellos con PCR realizada y que resulté
positiva. La carga viral en 15 de estos 16 estuvo por debajo de 10° Ul/ml,
mientras que una Unica muestra, que pertenecié a la paciente SPG, present6
un resultado de 1,95 x 10* Ul/ml.

Dicha paciente (SPG), mujer espafiola de 52 afios, present6 valores de
Ag VHC cercanos al limite superior de la Zona Gris (8,92 fmol/L y 9,57 fmol/L
respectivamente) y en el momento del andlisis estaba siendo sometida a
tratamiento frente a la infeccién con PeglFN y RBV resultando finalmente no

respondedora a éste.

Hubo tres pacientes mas, con este patron, que no contaron con la ayuda
de la PCR para confirmar la positividad del Ag VHC, fueron los pacientes
CGMT, GMAM y RPCL.

o Se observaron dos pacientes, GMAM y RPCL, diagnosticados
de infeccién por VHC, con antecedentes de PCR + y ambos en lista de espera
pretrasplante hepatico. Los dos habian recibido tratamiento previo a dicha
intervencion con la finalidad de minimizar la carga viral en el momento del
trasplante, por lo que interpretamos que la Zona Gris detectada corresponderia

a un descenso paralelo de la replicacion viral.

o La paciente CGMT, mujer espafola de 63 afos, estaba
diagnosticada y tratada con PeglFN y ribavirina en 2012, tras lo cual se
confirmd una RVS. El analisis, que tuvo lugar el en mayo de 2013, presentaba
PCR negativas en mayo de 2012 y abril de 2013 e, igualmente, presentd un
resultado de Ag VHC negativo en julio de 2014. Pensamos que el perfil

detectado en esta paciente podria corresponderse con un falso positivo 0 a la
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presencia de capsides virales sin ARN. Esta ultima situacion ha sido descrita
por Maillard et al (407) y Schutler et al (413). En el caso de esta paciente, que
previamente era PCR positivo, parece poco prudente interpretar el perfil de una
forma simplista, achacandolo a una falsa positividad. Por ello tal vez deberia de
reinterpretarse este perfil, al igual que el descrito en la paciente Il (grupo
concordante Ag VHC + / Anti-VHC + / LIA + pero discordante con PCR -),
cuando se dispongan de mas conocimientos sobre el proceso replicativo de la
VHC (19, 19b).

e En seis (21,21%) sueros (pacientes BMFJ, BOS, CRM, GVA, KK,
LAJP) confirmados tras repeticion como positivos, se observé una discordancia
respecto al Anti-VHC. Los valores de Ag VHC en este caso oscilaron entre 3,81
y 9,32 (media= 4,99 + 1,96) y en cuatro de ellos se pudo realizar PCR con
resultado negativo interpretdndose como falsa positividad al Ag VHC. En los
dos sueros restantes no se dispuso de determinacién paralela de la carga viral
(pacientes BMFJ y GVA), ya que no hubo muestra suficiente. Estos dos casos
se han expuesto previamente en la discusion sobre muestras discordantes Ag
VHC + / Anti-VHC -, siendo la interpretacion final para ambos de falsa
positividad al Ag VHC.

- En cuanto a los ocho (24,24%) sueros restantes en Zona Gris,
confirmados como negativos, siete resultaron Anti-VHC negativos,
considerandose todos ellos verdaderas negatividades del Ag VHC. Hubo,
ademas, tres sueros de estos siete en los que se pudo realizar PCR
confirmando la mismas la verdadera negatividad. Es destacable que seis de las
ocho muestras con este resultado pertenecieron a pacientes hemodializados,
por lo que los resultados de este tipo de paciente deberian ser objeto de

especial atencion.

Las cuatro muestras con este patron sin PCR paralela determinada
pertenecieron a los pacientes EPR, FCJ, FLJ y LLD. Ninguno de ellos
presentaba antecedentes de especial relevancia mas alla de su patologia de

base.

240



[TESIS DOCTORAL JORGE ARRIBAS GARCIA] Faluitly

Por ultimo, el suero restante de este grupo, pertenecio a la paciente
PCJ y presento valores positivos para Anti-VHC y LIA siendo en este caso la
PCR negativa. Se trataba de una mujer de 60 afos tratada previamente a este
analisis con PeglIFN, RBV y Telaprevir. En el momento del analisis acababa de
finalizar dicho tratamiento y habia negativizado la PCR. Esta situacion persistio
hasta ocho meses después de finalizar el citado tratamiento, momento en el
que la paciente falleci6 a consecuencia de un hepatocarcinoma en fase

terminal. La negatividad del Ag VHC en este perfil es achacable al tratamiento.

Uno de los posibles inconvenientes de la técnica de Ag VHC es la
deteccion de resultados en Zona Gris, que puede acabar correspondiendo a
verdaderos positivos o0 a falsos positivos, segin sean los resultados del
protocolo de repeticiones, anteriormente sefialado. Aunque la repeticion de la
prueba, y/o, en su caso, la PCR, aclararan la interpretacion en la mayoria de
los caos, estos resultados pueden tener una importante repercusién en
situaciones de donacién de O6rganos o en pacientes en programa de
hemodidlisis, especialmente por la dificultad en la relaciéon del diagnéstico

molecular en situaciones de urgencia.

En nuestra experiencia, el resultado en Zona Gris ha sido poco frecuente
(3,46%), pese a que nuestro estudio incluye un ndamero importante de
pacientes tratados. Hadziyannis et al (450) encontraron Zona Gris en el 3,81%
de 105 muestras con Anti-VHC+. Este porcentaje es similar al descrito por
nosotros. Asi mismo, las cargas virales observadas en dicho estudio (10°y 10*
Ul/mL) fueron similares a las observadas en el nuestro para las muestras con

este patron.

Hasta la fecha existen pocos estudios que hablen de resultados en Zona
Gris, y ninguno valora su influencia en la utilidad del equipo de deteccion del Ag
VHC.

Hemos constatado que la mayoria de las Zonas Grises se confirman
como verdaderos positivos y que se dan en pacientes con carga viral inferior a
4 logaritmos. En efecto, hemos encontrado que el 75,76% (25 muestras de las

33 con un primer analisis en Zona Gris) son verdaderos positivos. No obstante,
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hay que sefalar que no se aprecio relacidon con la concentracion de Ag VHC en
los casos en Zona Gris. Esto obliga a repetir necesariamente los resultados en
Zona Gris.

La repeticion de las Zonas Grises plantea dos problemas, el coste de
tiempo y de dinero y, en el caso de donantes de sangre o de 6rganos, el no
poder tomar una decision de urgencia sobre la utilizacién de los mismos. En
todo caso, la repeticién garantiza seguridad en los resultados ya que no es
factible realizar técnicas de PCR de rutina o de urgencia, salvo cuando asi lo

especifica la legislacion, como es el caso de los bancos de sangre.

Pensamos, por lo tanto, que la repeticidn, tras un resultado en Zona
Gris, es necesaria en aras de la exactitud diagndstica y que el coste econémico
y de tiempo son asumibles, incluso en el caso de que se optara por realizar la
determinacién de Ag VHC junto con los deméas marcadores de hepatitis y no
después de realizadas las operaciones de mantenimiento recomendadas por el

fabricante de los reactivos utilizados por nosotros.

Todo esto ratifica nuestras conclusiones expuestas el XIX Congreso de
la sociedad espafiola de Microbiologia y Enfermedades Infecciosas en 2015
(510).

Otro de los problemas que plantea la prueba Ag VHC es una
sensibilidad mejorable en muestras con carga viral menor a 10* Ul/mL, rango
por debajo del cual la bibliografia habla de sensibilidades que oscilan entre un
20,83% y un 88,80% (424, 437, 439, 429, 437b, 475), inferiores a las
detectadas para cargas virales superiores, cifradas por encima del 98% en
todos los casos. En nuestra serie la sensibilidad de la prueba Ag VHC en
muestras con carga viral inferior a dicha cifra ha sido del 37,10% mientras que,

en los pacientes con carga viral por encima de 10* UI/mL, ha sido del 98,61%.

En relacién con la magnitud del problema que supondria el déficit de
sensibilidad en pacientes con carga viral baja, hemos constatado, analizando
las muestras recibidas en nuestro laboratorio entre 2010 y 2014, que las cargas
virales menores a 10* UI/mL solo ocurren en el 5,48% de los sueros y que al

menos en el 94,86% pertenecian a pacientes tratados frente a la hepatitis C.
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En el 5,14% restante no hemos podido averiguar este dato por ser pacientes

sin historia clinica en nuestro centro.

Observamos pues, que la posibilidad de falsos negativos por carga viral
menor a 10* Ul/mL muy probablemente solo ocurre en pacientes tratados,
circunstancia que es perfectamente conocida por el facultativo que interpreta el

resultado del laboratorio resultado.

En nuestro estudio los falsos negativos Ag VHC han sido atribuibles a
bajas cargas virales observables en infecciones debidas a cualquiera de los
genotipos. En definitiva, dicho fenbmeno no guarda relacién estadisticamente

significativa con el genotipo infectante.

En los sueros con carga viral superior a 10* Ul/mL la sensibilidad de la
antigenemia es superponible a la PCR ya que solo hemos detectado un suero
(paciente MZJL) con 6,25 x 10* Ul/mL y Ag VHC -, cuyas circunstancias han

sido previamente descritas.

Por todo ello, habria pocas objeciones a la recomendacién de utilizar la
deteccién de Ag VHC en el cribado de la hepatitis C en sustitucion del Anti-
VHC, cuya positividad no siempre refleja infeccion actual como ya hemos

reflejado previamente.

Sobre la utilidad de Ag VHC en los pacientes en hemodidlisis debemos
destacar que la técnica de Ag VHC ha proporcionado resultados falsos
positivos en 3 muestras (dos de un mismo paciente) (0,76%), cifra similar a la
de la poblacion global de nuestro estudio, y resultados negativos en 14
muestras con ancicuerpos positivos (9 de pacientes curados espontaneamente
0 con tratamiento, 4 de pacientes con falso positivo Anti-VHC y una de un
paciente con carga viral de 3 logaritmos, del que no hemos podido averiguar si
habia recibido tratamiento o no). De ser asi, el resultado de este paciente no
seria de extrafiar porque ya hemos sefialado la falta de sensibilidad de la
técnica de Ag VHC en pacientes tratados con carga viral baja, lo que puede

suponer un problema en pacientes hemodializados.
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Existe una circunstancia adicional descrita en pacientes hemodializados
descrita por diversos autores (513-515), y ya comentada en esta discusion,
como es la reduccién de la carga viral que se produce tras la hemodialisis y
que podria haberse dado en nuestro paciente anterior y que no sabemos si
podria afectar también a la concentracion de Ag VHC, en tanto no se determine
la causa de este descenso en la carga viral, que afectaria, al menos en parte, a
la concentracion de Ag VHC (hay que recordar que el Ag VHC puede
encontrase en el suero formando parte del virion y en forma libre). Debemos
tener en cuenta que se podria sumar el efecto reductor de un tratamiento con el
debido a la didlisis y que no sabemos la duracién del efecto reductor tras una
sesion de dialisis.

Estos datos nos llevarian a recomendar el cribado con Ag VC mas Anti-
VHC a los pacientes que en programa de hemodidlisis, aunque los pacientes
nuevos no habran sufrido este fendmeno antes de la diafisis y conoceremos la

situacion de los pacientes antiguos.

En relacién con el papel del Ag VHC en los programas de trasplantes de
organos podemos decir que este marcador nos ha permitido detectar sin
problemas la Unica infeccién por VHC existente en nuestros pacientes. Es
cierto que también lo ha hecho Anti-VHC, pero como hemos comentado antes,
el Ag VHC, a diferencia de Anti-VHC, nos habria permitido detectar la infeccién
en pacientes en periodo de ventana, en inmunotolerantes y en
inmunodeprimidos, lo cual confiere mayor seguridad al cribado en el programa
de trasplantes. Por otro lado, en los posibles donantes no se ha producido

ningun falso positivo, ni ningun falso negativo.

Desde otro punto de vista, a corto plazo, se va a disponer en el mercado
de diversas opciones de tratamiento con respuestas cercanas al 100%. En esta
tesitura, debera valorarse el tratar a todos aquellos pacientes diagnosticados
de la infeccion, sea cual fuere su situacion fisiopatoldgica, a fin de erradicar el

virus o al menos minimizar su presencia a nivel global.

En este sentido, un aspecto no analizado en nuestro estudio es el papel

del Ag VHC en el control del tratamiento, utilidad que debe ser objeto de
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estudios mas amplios. Desafortunadamente, los datos de los que se dispone a
fecha de hoy son muy limitados para poder efectuar recomendaciones sélidas y
menos aun en el caso de los nuevos tratamientos. Se han publicado diversos
estudios en pacientes tratados con regimenes de PegIFN y ribavirina en los
gue se sugiere que este marcador puede detectar respuesta a partir del 3° dia
(455) post-tratamiento, de la primera (455-458) o de la segunda semanas (455,
458-461). Cuando se utiliza el criterio del descenso de dos logaritmos en la
carga viral para cesar el tratamiento en la 122 semana, Ross et al (176)
sugieren que, la falta de descenso de los citados dos logaritmos en el nivel de
Ag VHC, refleja una ausencia de respuesta al tratamiento en 10 de 10
pacientes. Florea et al (475) hablaban de un descenso en la sensibilidad de la
técnica desde un 98,5% en el cribado de pacientes no tratados, frente a un
50% en pacientes tratados. Dicho estudio también concretaba en 48 y 72
semanas, tras iniciar el tratamiento, el periodo en el que la técnica resulta mas
fiable, con unas sensibilidades del 88,2% y 96,1% respectivamente
(notablemente superior a la hallada a las 12 y 24 semanas que fue de un

52,1% y 48,1% respectivamente).

En estos momentos, con la incorporacion de los nuevos antivirales de
accion directa que actuan sobre la maduracion y replicaciéon del VHC, el
antigeno del core del virus puede presentar incluso valores superiores al ARN
VHC. Este hecho se basa en que estos antivirales evitan la formacion del virus
mientras el antigeno estd aun siendo producido por lo que se correlaciona
mejor con un posible aclaramiento (172). En cualquier caso, aun no se han
publicado datos en relacion a este marcador y su relaciéon con la respuesta viral

sostenida.

Segun los datos actuales de la literatura, el uso del Ag VHC puede ser
de utilidad en el marco del inicio del tratamiento, ya que nos permite corroborar
un descenso en la carga viral, manifestando asi la adherencia al tratamiento
por parte del paciente, pero que una vez finalizado el tratamiento su eficacia

deberia ser constatada mediante métodos moleculares.
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La técnica Ag VHC de Abbott presenta, desde nuestro punto de vista,

algunos aspectos que pueden ser mejorados por el fabricante y que sefialamos

a continuacion:

Dificultades en la calibracion con algunos lotes de reactivos. Este problema
se soluciona con una sustitucion del lote, pero puede suponer un problema

de retraso de resultados.

Recomendacion por el fabricante de procesar la técnica de forma separada
de la determinacion de Anti-VHC, bien en un autoanalizador diferente o bien
después de realizar el mantenimiento del autoanalizador tras haber
realizado la prueba Anti-VHC. Esto es consecuencia de que podrian
aparecer falsos positivos al Ag VHC con valores bajos, cuando ésta prueba
se realiza inmediatamente después de haber realizado un anti-VHC con
resultado positivo por un fendmeno de arrastre. En este caso pueden
aparecer valores de Ag VHC superiores a los reales en una magnitud de
aproximadamente 4 fmol/L, que podrian hacer que resultados negativos
aparecieran como Zona Gris o resultados en Zona Gris como positivos.
Creemos que la recomendacion del fabricante ofrece mayor seguridad, pero
resulta poco operativa en la rutina habitual. El asunto planteado supone un
problema menor ya que, en caso de no seguir la recomendacion del
fabricante, los posibles Zonas Grises resultantes (falsos positivos) serian
detectados con la repeticién de los positivos, al menos de los que tuvieran
un valor inferior a 15 fmol/L. Por otra parte, la probabilidad de que esto
suceda la circunstancia sefalada (procesamiento de Ag VHC
inmediatamente después de un Anti-VHC positivo) parece muy baja. En
caso de situaciones de urgencia (trasplantes) fuera de la rutina diaria, ya se
habrd hecho el mantenimiento al final de la jornada y el procesamiento por
duplicado de la determinacion de Ag VHC permitira valorar adecuadamente
el resultado de la prueba. En todo caso en esa tanda se habra procesado

también el Anti-VHC y se conocera su resultado.
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El intervalo de resultados en Zona Gris que obliga a la repeticion de la
prueba para ver si el resultado se mantiene o modifica. Esta circunstancia el
poco frecuente y facilmente aclarable, pero puede suponer un problema en
el caso de los donantes de érganos. En realidad supondria un pequefos
retraso en el resultado definitivo, que creemos que no resta valor a la

prueba.

El precio de la determinacion es todavia alto, lo que afecta a su
implementacion en el cribado rutinario. No obstante, hay que tener en

cuenta que evitaria muchas determinaciones de Anti-VHC y de RIBA o LIA.

A pesar de los aspectos mejorables sefialados, creemos que la técnica
es util en el diagnéstico de la infeccion por VHC, ya que, ademas de poder
ser aplicada en situaciones rutinarias de cribado, permite detectar
situaciones de infeccion durante el periodo de ventana, en pacientes con
inmunodeficiencia o inmunosuprimidos, en pacientes inmunotolerantes y
diferenciar infeccidén actual de infeccién pasada. En todas estas situaciones
supera con claridad al Anti-VHC. Ademas, la técnica de Ag VHC permite
obtener resultados de forma répida, es automatizable y aplicable a

situaciones de urgencia.

Las limitaciones que pueden suponer su falta de sensibilidad en
pacientes con carga viral menor a cuatro logaritmos, las Zonas Grises o los

falsos positivos son faciles de solucionar.

Creemos que la técnica de Ag VHC puede jugar un papel similar al del
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ) en el cribado rutinario y en
el diagnostico de la hepatitis C, y muy especialmente en centros donde no

se han introducido las técnicas de biologia molecular.
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La técnica del Ag VHC es apta para cribado rutinario, ya que permite

diagnosticar infeccion actual.

La aplicacién de la técnica del Ag VHC nos ha permitido diagnosticar
diversos casos de infecciones por este virus que podrian haber pasado
desapercibidas sin aplicacion de técnicas de biologia molecular, como son
casos de infeccion aguda, en periodo de ventana para Anti-VHC y/o LIA,

con inmunotolerancia e inmunodeprimidos.

Los resultados en Zona Gris son poco frecuentes, la mayoria de las veces
corresponden a verdaderos positivos y aparecen en pacientes con carga

viral baja. En todo caso, deben ser confirmados por repeticién.

La tase de resultados falsos positivos ha sido muy muy baja, por lo que no

afecta a la utilidad de prueba.

La técnica puede no ser suficientemente sensible en CV inferiores a 4
logaritmos, pero esta circunstancia solo se es habitual en pacientes
tratados.

En los pacientes posibles donantes de 6rganos, la técnica se ha mostrado
segura en el diagnéstico de las infecciones VHC: ha detectado todas las

infecciones y no ha mostrado ningun falso positivo.

Recomendamos un protocolo diagnéstico para diagnostico de la infeccion
por VHC basado en la deteccién de Ag VHC, complementado en algunos

pacientes, como los hemodializados, con Anti-VHC/LIA.
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