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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN
Historia del articulo: Objetivo: Los ensayos comerciales utilizados para demostrar la presencia de anticuerpos anti-VHC esta-
Recibido el 31 de agosto de 2016 blecen, cada uno de ellos, puntos de corte determinados que categorizan los resultados en funcién de los
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) mismos, aunque el problema de los resultados falsos positivos en el cribado de sueros de hepatitis C sea
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bien conocido.

El objetivo de este trabajo ha sido valorar los resultados obtenidos por 2 ensayos quimioluminiscentes
en una serie de sueros seleccionados, contrastando estos resultados con la deteccion de ARN viral en las
muestras estudiadas.

Material y métodos: Se seleccionaron 200 sueros considerados como reactivos (positivos), aunque con
un bajo indice S/CO, utilizando 2 ensayos de quimioluminiscencia y posteriormente fueron sometidos a
amplificacién genémica.

Resultados y discusién: Solamente en 8 (4%) de las muestras seleccionadas pudo detectarse ARN viral.
A la vista de estos resultados, consideramos que el disefio de los ensayos de quimioluminiscencia
empleados no ofrecen una especificidad suficiente utilizados como pruebas tinicas para el diagnéstico
de la hepatitis C.

Palabras clave:
Quimioluminiscencia
Hepatitis C

Indice S/CO

© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U.
y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Todos los derechos reservados.

Evaluation of sera with a low signal to cut-off ratio using two
chemiluminescent assays for detecting Hepatitis C Virus, and their correlation
with the detection of Viral RNA

ABSTRACT

Keywords: Objective: All commercial assays used to measure the presence of Hepatitis C virus (HCV) antibodies set
Chemiluminescence cut-off points to categorise the results, but the problem of false positive results in screening hepatitis C
Hepatitis C sera is well known.
$/CO ratio The aim of this study was to evaluate the results obtained by two chemiluminescent assays in selected
sera, and compare these results with the detection of viral RNA in the specimens studied.
Material and methods: Two hundred reactive sera (positive) were selected, although with a low signal
to cut-off ratio (S/CO), were selected, using two chemiluminescent assays and were then subjected to
genome amplification.
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Results and discussion: Viral RNA could be only be detected in 8 (4%) of the selected specimens. Taking
these results into account, we believe that the design of the current chemiluminescent assays do not
provide sufficient specificity when they are used as the only tests for the diagnosis of hepatitis C.
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Introduccion

La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) representa
un problema importante de salud publica a nivel mundial. Se
estima que mas de 175 millones de personas en el mundo pueden
estar infectadas por este agente, generandose entre 3 y 4 millones
de casos nuevos por afio’. En los paises occidentales la prevalen-
cia de la infeccién esta por debajo del 3%, situandose en nuestro
pais alrededor del 2%. Sin embargo, en otras zonas geograficas como
el norte de Africa la prevalencia llega a alcanzar el 15%, siendo el
principal factor de riesgo el uso de material contaminado para la
administracién de inyectables. En estos grupos de riesgo la preva-
lencia puede llegar a un 70%2.

Aunque la forma aguda de la infeccién es asintomatica en la
mayoria de los casos, hasta el 70-80% de los infectados permanecen
como portadores crénicos del virus y aproximadamente el 20% de
ellos presentan, en ausencia de tratamiento, un riesgo conside-
rable de desarrollar una cirrosis hepatica. Ademas, tras 20 afios
de evolucion, cerca del 5% finalizan en un hepatocarcinoma. En la
actualidad, en nuestro medio, la enfermedad por VHC es la causa
principal de trasplante hepatico>.

El primer eslabén en el diagndstico microbiolégico de la infec-
cién por VHC consiste en la deteccién de anticuerpos frente al virus,
complementada a continuacién con la confirmacién mediante
inmunoblot con antigenos recombinantes (RIBA) o la cuantifica-
cion del ARN viral que permite, ademas de confirmar la infeccion,
diferenciar estadios en la evolucién de la misma®.

Los resultados de anti-VHC positivos, pero débilmente reactivos
(valores bajos del indice S/CO), independientemente del sistema
empleado, presentan un escaso valor predictivo positivo de infec-
cién actual por VHCy se corresponden con mayor frecuencia a falsas
reactividades o a infecciones ya resueltas en el pasado®.

El objetivo de este estudio fue conocer la correlacién existente
entre los resultados débilmente reactivos de 2 pruebas de cribado
de dltima generacién y cuantos de estos sueros con baja reactivi-
dad se corresponden con infeccién actual o son infecciones pasadas
resueltas o falsos positivos.

Material y métodos

Se recogieron 100 muestras cuyo indice S/CO anti-VHC estaba
comprendido entre > 1,00 y < 3,00, utilizando un inmunoanalisis
quimioluminiscente (CLIA) LIAISON® XL MUREX HCVAb (DiaSorin)
que emplea los antigenos virales core, NS4 y NS3 biotinilado, y
otras 100 muestras con el mismo indice S/CO segiin el ensayo CMIA
ARCHITECT Anti-HCV® (Abbott) que utiliza los antigenos virales
HCr43 y c100-3. Ambos ensayos fueron realizados e interpretados
siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Los resultados obtenidos con ambos sistemas fueron categori-
zados como «reactivos» 0 «no reactivos», segin las instrucciones de
los fabricantes: las muestras con relacién entre la sefial y el valor
limite por debajo de 1,00 se clasificaron como no reactivas para
anticuerpos anti-HCV, y las muestras con relacién entre la sefial
y el valor limite igual o por encima de 1,00 se clasificaron como
reactivas para anticuerpos anti-HCV.

Posteriormente se llevé a cabo una cuantificacién del ARN del
VHC en todas las muestras mediante PCR a tiempo real utilizando
la prueba COBAS® Ampliprep/COBAS® Taqman® HCV Quantitative
v2.0 (ROCHE) cuyo limite inferior de deteccién es de 15 Ul/ml.

Resultados

Las 100 muestras evaluadas inicialmente con LIAISON con un
indice S/CO anti-VHC entre >1,00 y < 3,00, al ser ensayadas con
ARCHITECT, solo 29 de ellas resultaron positivas, mostrando los
resultados que aparecen en la tabla 1.

Los resultados de las 100 muestras ensayadas mediante el reac-
tivo de Abbott, y a continuacién con el ensayo de DiaSorin, aparecen
en la tabla 2: solo 40 de ellas presentaron un resultado positivo con
el segundo ensayo.

Solamente en 8 (4%) del total de las muestras seleccionadas pudo
detectarse ARN viral.

Discusion

Aunque el CDC recomienda que para que un paciente presente
una evidencia diagnéstica de hepatitis C sea necesaria una confir-
macién con un segundo test igual o mas especifico que el empleado
—como RIBA o una amplificacién de acido nucleico del virus positiva
para evitar falsos diagnésticos positivos®, sobre todo en poblaciones
de baja prevalencia de la enfermedad— en la realidad numerosos
laboratorios clinicos ofrecen simplemente un tinico resultado posi-
tivo a la hora de establecer un diagnéstico presuntivo de hepatitis
C, basados en una tnica prueba serolégica’. En la mayor parte de
estas situaciones, la prueba serolégica utilizada suele ser un ensayo
de quimioluminiscencia (CLIA o CMIA) disefiado para servir como
cribado en poblacién con bajo riesgo, como examenes de salud o
valoraciones laborales, en los que, debido a su alta sensibilidad, se
pueden detectar cocientes S/CO muy bajos, pero que, dada su menor
especificidad, no bastan para establecer el diagnéstico clinico de la
enfermedad.

Aunque con estas técnicas la presencia de un S/CO elevado, cla-
ramente superior al limite, presenta una alta posibilidad de definir
el suero correspondiente como portador de anticuerpos anti-VHC,
no ocurre lo mismo con aquellos que presentan un cociente S/CO
bajo, préximo al limite de la reactividad, que para estos equipos se
encontraria entre > 1y <3, y que, aun sirviendo como alarmas, no
garantizan en modo alguno el diagnéstico individual y necesitan ser
confirmados preferentemente con la deteccién de virus circulante.

El problema de los falsos positivos en el cribado de la hepatitis C
es también bastante conocido y puede ser debido al incremento de
las gammaglobulinas, enfermedades autoinmunes, enfermedades
hepaticas u otras infecciones virales o parasitarias®.

En nuestro estudio, los 200 sueros considerados como reactivos
(positivos) por alguno de los ensayos, cuando fueron sometidos a la
deteccion de ARN viral por amplificacién genémica —considerada
como prueba diagnéstica de alta fiabilidad— solamente en 8 (4%)
de ellos pudo detectarse ARN viral, mientras que por otra parte, en
10 sueros, en los que con alguna de las pruebas presentaron
cocientes S/CO altos —entre 3,1 y 6,0— 5 (50%) albergaban virus
circulantes.
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Tabla 1

Resultados de las muestras con S/CO > 1,00 y < 3,00 con DiaSorin y su correlacién con ARCHITECT y PCR a tiempo real

Indice S/CO Resultados con LIAISON XL Resultados LIAISON XL con PCR (+) Resultados con ARCHITECT Resultados ARCHITECT con PCR (+)
<1,0 0 0 65(65%) 0
1,0-3,0 100 6 29(29%) 1
>3,0 0 0 6(6%) 5
Tabla 2

Resultados de las muestras con S/CO 1-3 por ARCHITECT y su correlacién con DiaSorin y PCR

Indice S/CO Resultados con ARCHITECT Resultados ARCHITECT con PCR (+) Resultados con LIAISON XL Resultados LIAISON XL con PCR (+)
<1,0 0 0 56 (56%) 0
1,0-3,0 100 2 40(40%) 2
>3,0 0 0 4(4%) 0
Por tanto, las muestras que fueron negativas en alguno de Bibliografia

los 2 ensayos presentaron una PCR negativa, lo que sugiere la
irrelevancia de realizar ensayos confirmatorios en este grupo, que
supuso mas del 60% de las muestras. Por otro lado, consideramos
que el disefio de los ensayos de quimioluminiscencia empleados
no ofrecen una especificidad suficiente cuando se emplean como
prueba Gnica para el diagnéstico individual de la hepatitis C, nece-
sitando, siempre que sean positivas, el refrendo de una segunda
prueba confirmatoria.

Aunque es sabido que el disefio de los ensayos de qui-
mioluminiscencia, entre ellos los 2 probados, estan destinados
fundamentalmente para su uso como pruebas de cribado y, por
tanto, establecen puntos de corte bajos tratando de potenciar su
sensibilidad a costa de limitar su especificidad, su empleo en nume-
rosos laboratorios clinicos con criterios diagndsticos, en ocasiones
como una UGnica determinacién, hace aconsejable que los fabri-
cantes consideren los valores en los que los cocientes S/CO sean
bajos como inclusos en una «zona gris» de categorizacion, que abso-
lutamente necesitan su confirmacién con otra prueba de mayor
especificidad.
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