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SINTESIS

SINTESIS

Hasta el afio 2002, Cuba no contaba con un ensayo confirmatorio de la infeccidn por el virus de la hepatitis C
(VHC), ni era posible cuantificar su carga viral para el seguimiento de pacientes bajo tratamiento, debido a los
precios elevados de dichos ensayos en el mercado internacional. El objetivo de este trabajo consiste en
estandarizar y evaluar dos ensayos moleculares: cualitativo y cuantitativo, soportados en el Sistema
Ultramicroanalitico (SUMA), con reactivos y tecnologia propios, factibles de insertarse en nuestro sistema de
salud de forma estable y sostenible.

La novedad de esta tesis radica en: estandarizacion de nuevas condiciones de extraccion del ARN del VHC a
partir de suero y plasma humano, disefio de cebadores y sondas no descritos en la bibliografia, sintesis de
nuevos transcriptos e hibridacion de ADN amplificado mediante el SUMA. Los ensayos UMELOSA® HCV
CUALITATIVO y UMELOSA® VHC CUANTITATIVO para deteccion y cuantificacion del VHC, respectivamente,
cumplen con los requerimientos analiticos internacionales establecidos y fueron registrados en el CECMED en
2002 y 2010.

Desde 2005, el ensayo cualitativo ha sido utilizado para confirmar y monitorizar el tratamiento de seropositivos
al VHC, al virus de la inmunodeficiencia humana y hemodializados, para la evaluacion de érganos del
Programa Nacional de Trasplantes y de candidatos vacunales preventivos y terapéuticos contra el VHC,
aspectos que aportan novedad cientifica e impacto social.

Ambos ensayos son los primeros de su tipo desarrollados, registrados y aplicados en Cuba y constituyen

guias metodoldgicas para el desarrollo y produccion de otros ensayos moleculares.
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5" NC: 5" No Codificante

aa: Aminoacidos

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: ADN copia 0 complementario

Agua libre de RNasas: Agua libre de ribonucleasas

ALT: alanina aminotransferasa

AMV: Virus de la Mieloblastosis Aviar

Anti-VHC: Anticuerpos contra el VHC

ARN: Acido ribonucleico

ARNh: ARN heterdlogo

b: Pendiente de la recta de regresion lineal

bDNA: ADN ramificado, del inglés, branched DNA

CC: Control de Calidad

CECMED: Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos
CN: Control Negativo

CP: Control Positivo

CPDA-1: Anticoagulante de citrato, fosfato, y adenina

CV: Carga viral

CVar: Coeficiente de variacion

dNTPs: Mezcla equimolar de trifosfatos de deoxinucledtidos de adenina, timina, guanina y citosina
E/FA: Estreptavidina- Fosfatasa Alcalina

EDTA: Sal disddica del acido etilendiamino-tetracético

El: Estandar Interno

EIA: Enzimoinmunoensayos, del inglés, Enzyme-Immunoassay

ELISA: Ensayo de inmunoabsorbente unido a enzima, del inglés, Enzyme- Linked Immuno-Sorbent Assay
ELOSA: Ensayo de oligoabsorbente unido a enzima, del inglés, Enzyme-Linked Oligo-Sorbent Assay
ERS: Estandar de Referencia Secundario

FA: Fosfatasa Alcalina

HTLV Iy II: Virus linfotropico de los leucocitos T humano |y II

IC: Intervalo de confianza

IFN: Interferon

IFN a-peg: Interferén a-pegilado

IFN-A3: Interferon lambda 3.
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IgG: Inmunoglobulina G humana

IgM: Inmunoglobulina M humana

IL-28B: Interleucina o interleuquina 28B

IRES: Sitio de reconocimiento ribosomal, Internal Ribosomal Entry Site

kb: Kilobases

LD: Limite de deteccion al 95 %

LIA: Ensayo inmunoblot lineal, del inglés, Linear Inmuno Blotting Assay

Log: Logaritmo decimal

MAO: Método de amplificacion optimizado

MAR: Método de amplificacion de referencia

MEO: Método de extraccion optimizado

MER: Método de extraccion de referencia

min: Minutos

NAT: Técnica de Amplificacion de Acidos Nucleicos, del inglés Nucleic Acid Amplification Technique
ND: No detectable

NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b: Proteinas no estructurales del VHC

nt: Nucledtidos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa, del inglés, Polymerase Chain Reaction
p/v: Relacion peso a volumen

RBV: Ribavirina

RC: Control de Corrida, del inglés Run Control

RIBA: Ensayo inmunoblot recombinante, del inglés, Recombinant Inmuno Blotting Assay
RLP: Regresion Lineal Ponderada

RNasas: Ribonucleasas

RNC: Region No Codificante del genoma del VHC

RT-PCR: Reverso Transcripcion- Reaccion en Cadena de la Polimerasa, del inglés Reverse Transcription and
Polymerase Chain Reaction

RVS: Respuesta virologica sostenida

SNP: Polimorfismo de nucleétido simple, del inglés, Single-Nucleotide Polymorphism
SUMA: Sistema Ultra Micro Analitico

TA: Temperatura ambiente (20 °C a 25 °C)

Taq polimerasa: Polimerasa de Thermus aquaticus
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TL: Tampon de lisis y solucion estabilizadora de acidos nucleicos

Tm: Temperatura de hibridacion o fusion de cebadores, del inglés, melting temperature
TMA: Amplificacién Mediada por Transcripcion, del inglés, Transcription Mediated Amplification
UF: Unidades de fluorescencia

Ul/mL: Unidades Internacionales por mL de suero o plasma.

UMELISA: Ultramicro ELISA

UMELOSA: Ultramicro ELOSA

VHA: Virus de la hepatitis A

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

vIv: Relacién volumen a volumen
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ALT: alanina aminotransferasa

AMV: Virus de la Mieloblastosis Aviar

Anti-VHC: Anticuerpos contra el VHC

ARN: Acido ribonucleico

ARNh: ARN heterdlogo

b: Pendiente de la recta de regresion lineal
bDNA: ADN ramificado, del inglés, branched DNA
CC: Control de Calidad

CECMED: Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos

CN: Control Negativo

CP: Control Positivo

CPDA-1: Anticoagulante de citrato, fosfato, y adenina
CV: Carga viral
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INTRODUCCION

La infeccidn por el virus de la hepatitis C (VHC) constituye un grave problema de salud en el ambito mundial.
Datos estimados indican que aproximadamente 185 millones de personas (2,8 % de la poblacion mundial)
presentan anticuerpos anti-VHC y entre 3-4 millones de personas se infectan cada afio, mientras que
anualmente se producen mas de 350 000 muertes por causas relacionadas a esta patologia (Mohd et al.,
2012). La cirrosis hepética es el principal determinante de la morbilidad y la mortalidad asociada con la
hepatitis C crénica y en una proporcion significativa de los pacientes cirrdticos se manifiesta el carcinoma
hepatocelular en el transcurso del tiempo (Chevaliez y Pawlotsky, 2006; Ghany et al., 2009).

En Cuba, se estima que el 0,8 % de la poblacion de donantes de sangre posee anticuerpos positivos al VHC
(TecnoSUMA, 2013). La cirrosis hepatica constituye la décima causa de muerte en mujeres y la oncena en
hombres, en ello el VHC tiene un papel preponderante (Anuario Estadistico de Salud, 2013). Esto se debe a
su elevada prevalencia en determinados grupos de riesgo pues, a pesar de aplicarse medidas preventivas
como la pesquisa de la sangre y sus derivados con técnicas seroldgicas de elevada sensibilidad, disponibles
en todo el pais y la indicacion de procedimientos para minimizar la transmision en unidades especiales y al
personal de salud, la infeccion sigue aumentando en determinados grupos, por ejemplo: hemofilicos (59 %),
donantes por plasmaféresis (47 %), trasplantados (79,2 %), pacientes multitransfundidos (51,6 %), pacientes
con enfermedades onco-hematoldgicas (19,5 %), pudiendo llegar hasta un 95,6 % de anti-VHC positivos en
unidades de hemodidlisis (Ballester et al., 2005). Ademas, en estudios a los seropositivos al virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el 14,2 % de los adultos y el 10 % de los nifios tienen anticuerpos al VHC
(anti-VHC) positivos (Bello et al., 2005; Bello et al., 2010). Por otro lado, aunque se utilicen medicamentos
antivirales, la respuesta virologica sostenida (RVS) a ellos es baja, ademas de los numerosos eventos
adversos que producen. Por todo lo anterior se considera que el VHC constituye un grave problema de salud
en nuestro pais.

El VHC, miembro de la familia Flaviviridae, género Hepacivirus, presenta un genoma constituido por una
cadena simple, de polaridad positiva de acido ribonucleico (ARN) de 9,6 kb que codifica para una poliproteina

de alrededor de 3 000 aminoacidos (aa) (Choo et al., 1989). La region no codificante (RNC) en el extremo 5’

Gonzélez Gonzélez, YJ 1
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es altamente conservada para todos los genotipos y resulta de gran utilidad para el diagnostico molecular
(Barba, 2008).

El VHC se transmite por via parenteral y el uso de drogas, tanto intravenosas como intranasales, es el
principal modo de transmisién a nivel mundial (Shepard, 2005).

De manera general, el VHC induce una respuesta inmune contra practicamente todos los antigenos virales en
los individuos infectados (Kim et al., 2012). No obstante, existen numerosos mecanismos que median el
escape del VHC de la respuesta inmune hospedera y, por tanto, garantizan la persistencia viral en la mayoria
de los individuos infectados (Thimme et al., 2012). EI 80-90 % de los pacientes con el VHC desarrollan una
infeccion cronica, la cual se define como la presencia de ARN viral por mas de seis meses posteriores al
contagio.

La terapia recomendada para el tratamiento de la infeccion cronica es la combinacion de interferén a-pegilado
(IFN a-peg) y ribavirina (RBV), con la reciente incorporacion de Telaprevir o Boceprevir para infecciones con
VHC de genotipo 1 como triple terapia (EMA, 2012a; EMA, 2012b). Sin embargo, esta combinacion es efectiva
solo entre un 40-80 % de los pacientes y presenta serios efectos secundarios que muchos pacientes no
toleran (Ghany et al., 2011).

Para realizar el diagnostico virologico y el seguimiento de la infeccion por el VHC se utilizan dos tipos de
ensayos: las pruebas indirectas y las directas (Bukh et al., 1995). Las primeras son ensayos seroldgicos que
detectan anticuerpos especificos a las proteinas del virus (anti-VHC). Su positividad indica que el paciente
estuvo o esta infectado con el virus, pero no confirma una infeccion activa. A partir de 1991, con el inicio de la
pesquisa de anti-VHC en la mayoria de los paises, la transmision postransfusional disminuyd
considerablemente (Poynard et al., 2003). Desde la ultima década del siglo pasado se han desarrollado
métodos de diagndstico seroldgico con gran incremento de su sensibilidad y especificidad (Pawlotsky, 2002b).
Las pruebas directas 0 moleculares pueden detectar, cuantificar y caracterizar los componentes de la particula
viral, como son el ARN viral y el antigeno de la nucleocapsida, por tanto, su positividad indica una infeccion
activa. Estas pruebas resultan indispensables para la confirmacion (ensayos cualitativos) y el monitoreo de la

terapia antiviral (ensayos cuantitativos), por lo que son muy importantes para la toma de decisiones
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terapéuticas (terapia guiada por la respuesta) y ofrecen un valor predictivo de la respuesta a la terapia
(Pawlotsky, 2002b; Di Martino et al., 2011).

En los afios 80 de la pasada centuria, se desarrollo en Cuba una tecnologia que permitia compatibilizar las
necesidades de un sistema de salud altamente socializado con las posibilidades de un pais en desarrollo
(Fernandez-Yero, 2009). El surgimiento del Sistema Ultra Micro Analitico (SUMA) y las técnicas de
ultramicroELISA (UMELISA) permitieron trabajar con muy bajos volumenes de muestras y reactivos por lo que
se crearon y produjeron ensayos diagndsticos para la pesquisa masiva a muy bajo costo (Reed, 2009), dentro
de ellos el estuche UMELISA HCV que detecta los anticuerpos anti-VHC en personas infectadas (Valdivia et
al., 2005). Este ensayo presenta el inconveniente de que no detecta aquellas personas en periodo de ventana
inmunoldgica (70-90 dias) o inmunodeprimidas (trasplantados, hemodializados y personas seropositivas al
VIH) donde los titulos de anticuerpos son muy bajos. Por Gltimo, no es posible distinguir los individuos
seropositivos con una infeccion activa, de aquellos que hayan tenido una remision espontanea de la infeccion
(cerca del 40 %, OMS, 2012) pues ambos presentan titulos elevados de anticuerpos. Esto hizo imprescindible
la estandarizacion de ensayos moleculares factibles de insertarse en nuestro sistema nacional de salud de
forma sustentable.

PROBLEMA:

Debido a que:

- La infeccion por el VHC es un grave problema de salud en el ambito mundial y en Cuba ha mostrado una
tendencia al aumento en los ultimos afios.

- El precio de los ensayos comerciales para confirmar la infeccion y monitorizar el tratamiento de estos
pacientes seria alrededor de 4,6 millones de USD por afio (sin incluir el costo de la terapia), cuantioso gasto
que nuestro pais no puede asumir.

- La no disponibilidad en Cuba de las pruebas para la caracterizacion clinica de los pacientes, implica un gran
atraso en la practica médica, ya que las guias terapéuticas a nivel mundial no se concibe un esquema de
tratamiento sin pruebas moleculares.

- El diagnostico inadecuado eleva el peligro de diseminacion de la infeccion en la poblacion porque se

desconocen hasta en un 40 % las vias de trasmision de la enfermedad.
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Se planted, a solicitud del Ministerio de Salud Publica, la necesidad de estandarizar, evaluar y registrar dos
ensayos basados en el diagnostico molecular del ARN del VHC, con la calidad analitica requerida, que
permitieran la deteccion y cuantificacion del virus en suero y plasma humano, soportados por la Tecnologia
SUMA de forma sustentable.

Dados estos antecedentes, se propuso la siguiente HIPOTESIS:

Es posible estandarizar en nuestro pais ensayos directos de diagnéstico molecular, con cebadores propios,
bajos volimenes de muestra y reactivos, competitivos, de bajo costo y soportados en una tecnologia propia
(SUMA), que permitan la deteccion y cuantificacion del ARN del VHC en suero y plasma humano con
factibilidad para ser introducidos en la Red Nacional de Salud de forma estable y sostenible.

Para aceptar o refutar esta hipotesis, se propuso el siguiente OBJETIVO GENERAL:

Estandarizar y evaluar ensayos moleculares para la deteccion y cuantificacion del ARN del VHC en suero y
plasma humano, soportados en la Tecnologia SUMA, que sean competitivos y que cumplan las condiciones
para ser introducidos en la Red Nacional de Salud de forma estable y sostenible.

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS son:

1. Estandarizar un ensayo molecular para la deteccion del ARN del VHC en suero y plasma.
2. Evaluar un ensayo molecular para la deteccion del ARN del VHC en suero y plasma.
3. Estandarizar un ensayo molecular para la cuantificacion del ARN del VHC en suero y plasma.

~

Evaluar un ensayo molecular para la cuantificacion del ARN del VHC en suero y plasma.

Realizar un analisis econémico de la factibilidad de produccion de los estuches desarrollados para la
deteccion y la cuantificacion del ARN del VHC.

IMPACTO CIENTIFICO DE LA TESIS

La novedad de esta investigacion, de gran relevancia y actualidad para la salud de nuestro pueblo, se basa
en el desarrollo y aplicacién de dos ultramicroensayos: uno para la confirmacion de la infeccion por VHC
(UMELOSA® HCV CUALITATIVO) y el otro para la determinacion de la carga viral (UMELOSA® VHC
CUANTITATIVO), ambos soportados en la Tecnologia SUMA. Estos ensayos muestran caracteristicas
analiticas similares a los empleados a nivel mundial, pero utilizan menores volimenes de muestra y reactivos

que otros ensayos comerciales. Ambos ensayos utilizan, en las etapas de amplificacion e hibridacion,
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cebadores y sondas de disefio propio, no descritos anteriormente en la bibliografia consultada, que permiten
detectar con buena sensibilidad los seis genotipos del virus que circulan a nivel internacional. También se
estandariza un protocolo para la extraccion del ARN viral del suero o plasma y se reformula el tampdn de lisis
con la introduccion de un ARN heter6logo, que contribuye a estabilizar el ARN viral conservado a 4 °C por
largos periodo de tiempo. Estos aportes fueron motivo de dos patentes aprobadas. Por otra parte, se
estandariza el protocolo de amplificacion del ARN mediante las reacciones de Reverso transcripcion y
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, del inglés Reverse Transcription and Polymerase Chain
Reaction) y se disefia un método de deteccion basado en la Tecnologia SUMA, que emplea cebadores y
sondas propias con calidad y bajo costo. Por otra parte, en la prueba cuantitativa se utiliza, por primera vez, un
fragmento de la secuencia de la proteina p64K de Neisseria meningitidis (Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia (CIGB), Cuba), que se inserta en el plasmido para la obtencion por transcripcion in vitro de un
ARN sintético del estandar interno (El), el cual compite con el transcripto de ARN del estandar del VHC. Como
resultado del presente trabajo, ya nuestro pais cuenta con un ensayo molecular que confirma la presencia del
VHC en personas seropositivas al ensayo de anticuerpos, asi como con otro ensayo que permite determinar la
carga viral del VHC. Ambas pruebas son las primeras de sus tipos desarrolladas y registradas en Cuba y
factibles de ser implementadas en el Programa Nacional de Salud de forma estable y sostenible.

Los resultados de este trabajo presentan los siguientes aportes de caracter cientifico: proporcionan un
marco metodoldgico para futuras investigaciones en cuanto al disefio, estandarizacion, escalado productivo y
evaluacion de nuevos ensayos de diagndstico molecular en Cuba; proveen estrategias para la normalizacion y
validacion de los ensayos de acuerdo con las actualizaciones de las Buenas Précticas de Fabricacion de
Diagnosticadores establecidas por el Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos
(CECMED). Los ensayos moleculares desarrollados en este trabajo permiten conocer nuevos datos
epidemioldgicos reales del VHC en la poblacion cubana que habita en diferentes condiciones; permiten
determinar las personas realmente infectadas por el VHC y aplicar mas eficientemente la terapia antiviral
debido a los fuertes efectos adversos del tratamiento y su alto costo; permiten monitorizar la respuesta de los

pacientes bajo tratamiento con diferentes esquemas de terapia antiviral y establecer un protocolo de mejor

Gonzélez Gonzélez, YJ 5



INTRODUCCION

efectividad para diferentes estadios de la enfermedad (aguda o cronica), o el tiempo de tratamiento de
acuerdo al genotipo viral que presente cada paciente.

Ademas, el ensayo cualitativo permite, ademas, evaluar la eficacia de un candidato vacunal cubano (CIGB-
230) tanto en su uso terapéutico en pacientes con hepatitis C cronica, como en su uso preventivo en pacientes
pre-dialiticos que presentan alto riesgo de adquirir la enfermedad; confirmar la presencia del virus en donantes
de organos, vivos o fallecidos, para el Programa Nacional de Trasplante, pues aporta mas seguridad al
procedimiento y contribuye al éxito del mismo. Por otra parte, el ensayo cuantitativo posibilita realizar estudios
de resistencia antiviral y evaluacion de nuevos farmacos, lo que eleva a nivel internacional el analisis de los
protocolos de ensayos clinicos.

IMPACTO ECONOMICO Y SOCIAL

La introduccion del ensayo confirmatorio UMELOSA® HCV CUALITATIVO en el Sistema Nacional de Salud es
de gran importancia para la deteccion de los individuos verdaderos positivos. Esto se explica porque un
ensayo seroldgico positivo indica que la persona presenta titulos elevados de anticuerpos contra el virus, pero
puede ser que en ese momento no tenga replicacion viral porque sufrié una remision espontanea del mismo o
porque se encuentre bajo tratamiento antiviral y el ARN viral no sea detectable; por ello, no se debe considerar
que un seropositivo al VHC esta infectado sin antes confirmarlo mediante este ensayo molecular cualitativo.
Ademas, esta prueba permite detectar aquellos casos falsos negativos que pueden estar en el periodo de
seroconversion inmunoldgica donde no hay anticuerpos pero si particulas virales; igualmente posibilita el
estudio de grupos de riesgo como: trasplantados, inmunodeprimidos, hemofilicos, hemodializados y
drogadictos por via intravenosa, que son propensos a la inmunodepresion y pueden resultar falsos negativos
por el ensayo de anticuerpos. La disponibilidad de este método molecular evita que las personas negativas a
dicho ensayo pero seropositivas al Anti-VHC se sometan a una biopsia hepatica, procedimiento invasivo con
riesgo de complicaciones graves en el 0,004 % de los casos y con un costo de 250 USD si se realiza por
laparoscopia, el cual requiere, ademas, que el paciente sea hospitalizado al menos un dia, por lo que también
incide en la estabilidad laboral. Este ensayo confirmatorio es muy conveniente porque, solo en los bancos de
sangre, alrededor del 48 % de los donantes que resultan positivos al UMELISA HCV no presentan replicacion

viral activa y son negativos a la prueba confirmatoria, de ahi que sea innecesario aplicar costosos tratamientos
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antivirales a este grupo significativo de personas. En Cuba, un tratamiento estandar por 48 semanas, con
Interferén alfa 2b recombinante mas RBV, tiene un costo aproximado de 8 000 USD y si es de importacion,
ronda los 25 000 USD. Se realizan cerca de 600 000 donaciones de sangre anuales donde el 0,9 % son
positivas a anti-VHC (5 400 donaciones); de estas, el 48 % son negativas al ARN viral (2 592 personas). Si
todas estas personas recibieran el tratamiento de produccion nacional, esto le costaria al pais la cuantiosa
suma de 21 millones de USD en perjuicio de los pacientes realmente infectados. El ensayo molecular
confirmaria al 52 % de los pacientes seropositivos en banco de sangre con replicacion viral activa, en ellos se
concentrarian, mas racionalmente, el tratamiento adecuado y los demas recursos. La extension, desde el
2005, del ensayo cualitativo a dos laboratorios de La Habana, ha permitido evaluar todos los pacientes de los
servicios de hemodialisis, de trasplante y de gastroenterologia pediatrica del pais.

Igualmente, la introduccion del ensayo de cuantificacion de la carga viral del VHC, UMELOSA® VHC
CUANTITATIVO, permitira el seguimiento de los pacientes tratados definiendo la conducta terapéutica a
seguir, pues si bien es cierto que la carga viral no define la mejor terapia, resulta imprescindible para evaluar
su eficacia y es un indicador prondstico de la respuesta del individuo una vez retirado el tratamiento, pues la
disminucion de al menos dos logaritmos de la carga viral a las 12 semanas de tratamiento, indica una alta
probabilidad de que el paciente tenga una elevada RVS al concluir el mismo y logre eliminar el virus. De no ser
asi, se debe valorar la continuidad o suspension del tratamiento antiviral.

Los resultados de este trabajo han sido avalados por su publicacion en revistas internacionales arbitradas
como Analytical Biochemistry, Journal of Virological Methods, Biologicals, Biotecnologia Aplicada y Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical; dos patentes otorgadas por la OCPI, dos registros otorgados por el
CECMED, 24 presentaciones en eventos nacionales e internacionales y la obtencion de distinciones tales
como: Premio Anual de Salud Publica (2002), Premio Nacional de la Academia de Ciencias de Cuba (2002),
Premio Nacional de Innovacion Tecnoldgica (2002), Premios Relevantes Forums de Ciencia y Técnica (1994,
1995, 2000, 2002, 2004, 2009 y 2010) y dos Premios Relevantes Especiales XVI Férum de Ciencia y Técnica
a Nivel Provincial (2009).
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CAPITULO 1: REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Elvirus de la hepatitis C: estructura y caracteristicas

El VHC fue identificado por primera vez en 1989 mediante secuenciacion molecular por Choo y colaboradores,
es un virus de ARN, tiene forma esférica y un diametro que oscila entre 55 y 65 nm, presenta una envoltura
lipoproteica y pertenece a la familia Flaviviridae, género Hepacivirus (Wakita et al. 2005; Mufioz, 2006).

En la figura 1.1 se representa el ciclo de vida y el genoma del VHC (Schaefer y Chung, 2012). Su genoma
esta constituido por un ARN de simple cadena, de polaridad positiva, de 9,6 kb que codifica para una
poliproteina de aproximadamente 3 000 aa (Figura 1.1.B).

El genoma viral esté flanqueado por RNC en los extremos terminales 3’y 5'. La RNC 5', de aproximadamente
341 nucledtidos (nt), es altamente conservada dentro del genoma viral, por lo que se usa en el disefio de
oligonucledtidos cebadores para la PCR, método que amplifica secuencias de interés para el diagnostico
molecular (Barba, 2008). La RNC 5’ es vital para el inicio de la traduccion de las proteinas virales, ya que en
ella se ubica el sitio de reconocimiento ribosomal, IRES (Internal ribosomal entry site, siglas del inglés), que
promueve la traduccion de la region codificante para dar lugar a la poliproteina viral, que es procesada
proteoliticamente para generar las proteinas maduras: proteina de la nucleocapsida (C, del inglés, Core),
glicoproteinas de la envoltura (E1 y E2) y proteinas no estructurales: p7, NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b
(Barba, 2008; Schaefer y Chung, 2012).

La proteina Core presenta un alto contenido de aa basicos (arginina y lisina), particularmente en su extremo
amino (23,5 %), rasgo propio de proteinas que interactuan con los &cidos nucleicos. Presenta un perfil
hidrofébico similar al de las proteinas de las capsidas de los Flavivirus, por lo que se comprob6 que podia
unirse al ARN viral para formar la capsida del VHC (Lemon et al., 2007).

E1ly E2 son liberadas de la poliproteina viral mediante la accion de una peptidasa sefial hospedera. La region
que codifica para E2 es la mas variable del genoma viral probablemente por la mutacién aleatoria y la
seleccion de los mutantes capaces de escapar de los anticuerpos neutralizantes producidos por el hospedero
(Blackard y Sherman, 2007). La proteina p7 forma un canal i6nico dependiente de calcio que puede ser

inactivado por antivirales como la Amantadina (Griffin et al., 2003).
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La proteina de transmembrana NS2 tiene un dominio proteasa del tipo cisteina que forma, junto al extremo
amino de NS3, una metaloproteasa dependiente de zinc que hidroliza la unién NS2/NS3 (Brass et al., 2006).
NS3 es responsable de las rupturas proteoliticas en los siguientes puntos: NS3/NS4a, NS4a/NS4b,
NS4b/NS5a, NS5a/NS5b, para dar como resultado las proteinas: NS3, NS4a, NS4b, NS5a y NS5b (Lemon et
al., 2007). NS3 exhibe ademas actividad helicasa (Dumont et al., 2006). Esta proteina es fundamental para la
replicacion del virus y constituye un blanco atractivo en la terapia antiviral (Brass et al., 2006).

La region NS4 de la poliproteina contiene los péptidos NS4a y NS4b. NS4a actia como cofactor de la
proteasa NS3, ademés de participar en el anclaje del complejo de replicacion (Einav et al., 2004). NS4B es
hidrofébico, participa en el ensamblaje del complejo replicativo del virus y su actividad GTPasa es importante
en la replicacion del ARN (Guann-Yi, 2006).

En la region NS5 esta presente la actividad polimerasa ARN dependiente, esencial en la replicacion del ARN
viral. La funcion de la polimerasa es convertir la cadena simple positiva en una cadena negativa intermediaria
que sirva como molde para la produccion repetitiva de cadenas positivas y la obtencion de los nuevos viriones
(Munakata et al., 2005).

La RNC 3’ puede considerarse como una estructura tripartita que abarca el sitio final 3', una cola de poli U
(uracilo) y una region altamente conservada denominada cola X del extremo 3. La region de poli U puede
variar incluso dentro del mismo paciente infectado, pero la secuencia X es altamente conservada incluso entre
los genotipos 1ay 1b que son los mas divergentes genéticamente (Yanagi et al., 1999).

El VHC se replica principalmente en los hepatocitos (Sugano et al., 1995), aunque se han detectado genomay
antigenos virales en otras células del higado, como las células de Kupffer y las endoteliales (Blight et al.,
1994). Se ha demostrado que el virus puede replicarse en células mononucleadas de sangre periférica
(linfocitos T y linfocitos B), en células polimorfonucleadas (monocitos), en células de los nédulos linfaticos y en
células epiteliales del tracto gastrointestinal y del cerebro (Deforges et al., 2004; Forton et al., 2004).

1.2. Variabilidad del VHC

El VHC tiene alta variabilidad (Choo et al., 1991) lo que incide significativamente en la ausencia de anticuerpos
neutralizantes efectivos, el alto porcentaje de personas infectadas que avanzan a la cronicidad y la baja

efectividad frente a los tratamientos y a los preparados vacunales (Chevaliez y Pawlotsky, 2006). Un individuo
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con ARN del VHC detectable estd realmente infectado con una poblacion compleja de variantes virales
llamadas cuasiespecies (Simmonds, 2004; Blackard y Sherman, 2007). La variabilidad genética generada
constantemente a causa de la acumulacion de mutaciones en el genoma viral, producida por el alto rango de
error de NS5B (1 por cada 10° o 104 nt copiados) y la carencia de actividad correctora, combinada con una
alta tasa de produccion viral, superior a 1012 viriones por dia, conllevan a la existencia de esta poblacion
heterogénea de cuasiespecies virales en los individuos infectados (Simmonds, 2004). Estas poblaciones son
un gran conjunto de variantes genéticas que pueden adaptarse a presiones selectivas como el reconocimiento
inmunoldgico, los tratamientos antivirales y las vacunas (Bukh et al., 1995; Blackard y Sherman, 2007).

Los genes codificantes para las glicoproteinas de la envoltura son los méas variables, mientras los codificantes
para Core y algunas proteinas no estructurales, como NS3, tienen menos variabilidad (Choo et al.,1991). Los
primeros 27 aa del ectodominio de E2 forman la region hipervariable 1 que difiere hasta en un 80 % entre los
genotipos virales (Penin et al., 2004). Se ha descrito la region hipervariable 2 dentro de la proteina E2 de las
cepas del genotipo 1, constituida por siete aa (posiciones 91-97) que muestran un 100 % de diversidad de
secuencia (Kato, 2001). Estas regiones se encuentran bajo una constante presion de seleccion de
mutaciones, probablemente porque son sitios de reconocimiento de anticuerpos neutralizantes y pudieran
contribuir a la evasion del sistema inmune por parte del VHC y a la persistencia viral (Boulestin et al., 2002).

Dada la variabilidad viral se estableci6 una primera clasificacion para los genotipos del VHC que se nombraron

con los numeros del 1-11 (Bukh et al., 1995; Tokita et al., 1996), pero estudios filogenéticos posteriores
basados en los analisis de secuencias han revelado que existen seis genotipos virales, los cuales difieren en
sus secuencias de nt entre un 31-33 %, y a su vez dentro de ellos, diferentes subtipos denominados: 1a, 1b,
2a, 2D, etc., que difieren en su secuencia de nt en un 20-25 % (Simmonds, 2004; Simmonds et al., 2005). En
los Gltimos afios se ha hecho referencia a un nuevo genotipo 7a, que difiere en gran medida de los anteriores
(Bowden y Berzsenyi, 2006; GenBank, 2009). Los genotipos se distribuyen en diferentes regiones geogréficas
del planeta (Figura 1.2), por ejemplo, en la zona de América y el Caribe predomina el genotipo 1, en Europa
los genotipos 2 y 3, en Asia fundamentalmente 4, 5, 6, aunque debido a las grandes migraciones economicas
ya se han mezclado muchos de ellos (Organizacion Mundial de la Salud, 2003b; Shepard et al., 2005;

Hajarizadeh et al., 2013).
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Figura 1.2. Prevalencia mundial estimada de la infeccion por el VHC y distribucién de sus seis genotipos alrededor del

mundo (Hajarizadeh et al., 2013)

Ademaés, los genotipos se diferencian en aspectos como la carga viral y la respuesta clinica al tratamiento, lo
que dificulta el diagnostico y la terapéutica (Zeuzem, 2001).

Se han descrito varios eventos de recombinacion para el VHC, aunque hasta ahora son poco frecuentes. Este
hecho pudiera alcanzar serias consecuencias clinicas y epidemioldgicas porque dificulta el correcto
genotipado de los pacientes por los métodos comerciales disponibles y facilita el intercambio de mutaciones
resistentes entre las distintas poblaciones (Gonzalez-Candelas et al., 2011).

Los primeros estudios realizados en nuestro pais para determinar los genotipos circulantes dentro de la
poblacion infectada por el VHC coincidieron en la predominancia del 1b (Padrén et al., 1995a; Roca et al.,
1999). En 2007 Vilar y colaboradores estudiaron la eficacia de dos tratamientos en 100 pacientes, a los cuales
se les determind su genotipo y se encontré la siguiente distribucion: con genotipo 1 el 89 %; con 2/3 el 4 %; y
el 7 % con combinaciones de genotipos no definidas.

Otro estudio realizado por el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) y el Laboratorio de
Investigaciones del SIDA (LISIDA) durante el 2011 con mas de mil pacientes cubanos, mostrd la siguiente
distribucion: genotipo 1 (93 %), genotipo 2 (2,59 %), genotipo 3 (1,73 %) y genotipo 6 (1,73 %). Dentro de este

grupo estudiado no se reportaron pacientes con los genotipos 4 0 5 (Gonzalez-Horta et al., 2011).
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En un estudio de genotipaje realizado en el IPK en 2009 a un grupo de pacientes monoinfectados con el VHC
y coinfectados con VHC/VIH, se obtuvo que el 11,9 % presentaban genotipo 1a, el 82,1 % el 1b y el resto, las
combinaciones 1a/3a, 1b/3a, a 1b/4a y 1a/lb/3a (Rodriguez-Lay et al., 2012).

1.3. Epidemiologia

En Europa y Estados Unidos la hepatitis C es la hepatopatia cronica mas comun; ademas es la causa mas
frecuente de trasplante hepatico a nivel mundial (Zaltron et al., 2012). Datos estimados indican que
aproximadamente 185 millones de personas (2,8 % de la poblacion mundial) presentan anticuerpos anti-VHC
y cada afio se infectan entre 3-4 millones de personas y ocurren alrededor de 350 000 muertes por causas
relacionadas con esta patologia (Mohd et al., 2012). Los mayores indices de seroprevalencia se encuentran
en Africa y Asia (Mohd, et al., 2012); mientras que los paises mas industrializados en América del Norte, el
noroeste de Europa y Australia muestran los menores indices (Shepard et al., 2005). Se ha estimado que el
80-90 % de las personas con anticuerpos anti-VHC son también positivas al ARN viral (Mauss et al., 2012).

En nuestro pais se estima que en 2012, el 0,8 % de los donantes de bancos de sangre poseia anticuerpos
anti-VHC (TecnoSUMA, 2013), cifra con tendencia al aumento desde 1992, cuando se comenzé la pesquisa
de anticuerpos contra el VHC en bancos de sangre, con el ensayo UMELISA HCV desarrollado por el CIE,

figura 1.3 (Padron, 1998). Estudios realizados en grupos

Reactividad de Anti-VHC en Bancos de

de riesgo, especificamente en los servicios de

Sangre en Cuba - L
5 hemodiélisis de la region occidental, mostraron valores
@ 14 de seroprevalencia de 16,9% a 76 % (Capote et al.,
1)

@ ¢ 2005; Santana et al., 2009). Santana y colaboradores en
= L .
g " 2009 encontraron una correlacion del 55 % entre anti-

30 VHC y ARN viral.
04 Figura 1.3. Grafico que muestra la reactividad de anticuerpos
£ contra el VHC en bancos de sangre cubanos (Curva de
0 Incidencia (%) vs Afios de pesquisa). Esta pesquisa comenzd
I PIe O PO por Ciudad de la Habana en 1992 y se extendid
q?g L S S R S S SN S paulatinamente a todo el pais. A través de estos 20 afios se
& ¢ ha observado una tendencia al aumento (TecnoSUMA, 2013)

En otro estudio realizado por Ballester y colaboradores en 2005, se aprecian los altos niveles de anti-VHC en
otros grupos de riesgo como son: hemofilicos (59 %), donantes por plasmaféresis (47 %), trasplantados
(79,2 %), pacientes multitransfundidos (51,6 %), pacientes con enfermedades onco-hematoldgicas (19,5 %),
llegando hasta 95,6 % de anti-VHC positivos en unidades de hemodialisis. Ademas, de los seropositivos al
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VIH, el 14,2 % de los adultos y el 10 % de los nifios son anti-VHC positivos (Bello et al., 2005; Bello et al.,
2010). Lo anterior nos muestra que a pesar de todos los esfuerzos realizados por el MINSAP para disminuir la
trasmision de este virus, esta enfermedad es en la actualidad, un serio problema de salud en Cuba.

La exposicion al virus por via parenteral es la forma mas eficiente de transmision y el uso de drogas,
intravenosas y intranasales, es el principal modo de transmision a nivel mundial (Shepard et al., 2005). En el
pasado, las transfusiones de sangre, el uso de derivados plasmaticos y los trasplantes de érganos fueron una
via importante. En la actualidad esta via se ha reducido marcadamente por la realizacion de rigurosos
examenes a los donantes y hemoderivados, asi como al instrumental médico (Ghany et al., 2009).

Otros factores de riesgo para la transmision de la enfermedad son el sexo con una pareja infectada y la
promiscuidad. Esta via es mucho menos eficiente en comparacion con otros virus, siendo muy bajos los
indices de transmision para relaciones mondgamas duraderas. La transmision perinatal solo ocurre en el 2,7-
8,4 % de los infantes nacidos de madres infectadas con VHC (Shepard et al., 2005). En un 30 % de los
individuos no ha sido posible definir la causa de exposicion al virus (Zaltron et al., 2012).

1.4. Historia natural

El tiempo de incubacion con el VHC es variable. A veces es posible detectar ARN viral en sangre o higado a
partir de la segunda semana posterior a la exposicion (Ghany et al., 2009). El pico tipico de titulo viral durante
la infeccion aguda es de 104-108 copias/mL (Chen et al., 1995). A partir de las 6-12 semanas posteriores a la
exposicion los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) comienzan a elevarse, mientras que los de ARN viral
comienzan a bajar (Rehermann y Nascimbeni, 2005). Los niveles de ALT varian entre los individuos infectados
y como promedio alcanzan niveles 10-30 veces superiores a los normales (Mauss et al., 2012).

Méas del 60 % de los pacientes con infeccién aguda por el VHC son asintomaticos 0 muestran sintomas
suaves. La ictericia, manifestacion clinica de hepatitis aguda, aparece en menos del 25 % de los casos (Mauss
etal., 2012), por lo que la enfermedad en este periodo es raramente detectada (Bruno y Facciotto, 2008).

Del 80-90 % de los pacientes con el VHC desarrollan una infeccion cronica, definida como la presencia de
ARN viral por mas de seis meses posteriores al contagio. En la mayoria de estos pacientes los titulos virales
son relativamente estables, de 2-3 Logs (logaritmos decimales) inferiores a los observados en la fase aguda
(Rehermann y Nascimbeni, 2005). Casi siempre es asintomatica la transicion de hepatitis aguda a cronica. Un
individuo puede estar infectado varios afios antes de que aparezcan los primeros sintomas (Bruno y Facciotto,
2008), los cuales son inespecificos, poco frecuentes y no reflejan la progresion de la enfermedad. Entre los
mas comunes estan la fatiga, el dolor abdominal y la pérdida del apetito y de peso corporal (Delahooke, 2004).

Los pacientes con hepatitis C crdnica se caracterizan por tener niveles medianamente elevados de ALT y una
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fibrosis hepatica progresiva a pesar de la pobre correlacion entre la histologia hepatica y las concentraciones
de las aminotransferasas. Los pacientes con niveles normales de ALT generalmente presentan inflamacion
cronica (Mauss et al., 2012).

La ocurrencia de fallo hepatico fulminante por infeccion con el VHC es bastante rara (Farci et al., 1996), siendo
mas comUn en pacientes co-infectados crénicamente con el virus de la hepatitis B (VHB) (Chu et al., 1999).

La cirrosis hepatica es el principal determinante de la morbilidad y la mortalidad asociadas con la hepatitis C
cronica. El riesgo de desarrollar cirrosis en los pacientes con infeccion cronica es del 5-25 % en un periodo de
20-30 afios (Ghany et al., 2009). Una proporcion significativa de los pacientes cirrdticos presentan carcinoma
hepatocelular con el transcurso del tiempo, para una tasa de progresion anual de 1-3 % (Ghany et al., 2009).
Aparecen manifestaciones extrahepaticas en el 30-40 % de los pacientes infectados con el VHC (Zignego y
Craxi, 2008). Estas incluyen alteraciones inmunoldgicas como la crioglobulinemia mixta, la produccion de
factor reumatoide y diferentes linfomas (Zaltron et al., 2012). Se han observado posibles asociaciones con
desdrdenes metabdlicos como la resistencia a la insulina, la diabetes mellitus tipo 2 y la esteatohepatitis (Del
Campo y Romero-Gomez, 2009); asi como con trastornos renales como las glomerulopatias (Latt et al., 2012).
El sexo masculino, la edad de infeccion avanzada, el consumo de alcohol, la presencia de esteatosis hepatica
y la coinfeccion con el VIH'y el VHB se asocian con la progresion de la enfermedad (Delahooke, 2004).

El fondo genético del individuo es otro elemento critico. Se ha demostrado una fuerte asociacion entre la
resolucion viral y la presencia de un polimorfismo de nucleétido simple (SNP, del inglés, Single-Nucleotide
Polymorphism) en la region promotora/potenciadora del gen de la IL-28B codificante para el IFN-A3. Se ha
descrito que los indices de clarificacion y de éxito en la terapia aumentan el doble en los pacientes con
genotipo C/C (Thimme et al., 2012). Por otra parte, en pacientes afroamericanos el indice de progresion hacia
la cirrosis es menor aunque, paraddjicamente, este grupo étnico presenta una mayor tasa de infeccion, de
carcinoma hepatocelular y un menor indice de respuesta a las terapias que su similar caucasico (Seeff, 2002).

1.5. Tratamientos

El objetivo de los tratamientos contra el VHC consiste en erradicar la infeccion y prevenir las complicaciones
tardias y la muerte asociadas con la enfermedad. En la actualidad, para el tratamiento de la infeccion cronica
se recomienda, segun las Guias de Consenso Europea y Americana, la combinacion de inyecciones
subcutaneas semanales de IFN a-peg y la administracion diaria, por via oral, del antiviral RBV (Hadziyannis et
al., 2004; Dienstag y McHutchison, 2006; Ghany et al., 2009; FDA- CDER, 2010).

Estos medicamentos son administrados por 48 semanas a los pacientes con los genotipos 1, 4, 5y 6, y por 24

semanas a los infectados con 2 y 3 (Ghany et al., 2009). Esta combinacién induce una RVS, definida como la
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ausencia de ARN viral en sangre por 24 semanas posteriores a la finalizacion de la terapia, en un 40-50 % de
los pacientes infectados con el genotipo 1 0 4 y en un 80 % o més en aquellos que presentan genotipo 2 0 3
(Ghany et al., 2009, Ghany et al., 2011). Se ha sugerido que puede detectarse ocasionalmente material
genético del VHC en sujetos tedricamente curados de la infeccion (Radkoski et al., 2005), pero en general se
plantea que la infeccion esta erradicada cuando se alcanza la RVS (Lopez-Suiié, 2010; Ghany et al., 2011).
Sin embargo, el tratamiento con IFN a-peg y RBV presenta serios efectos secundarios. Entre los mas
comunes se encuentran fatiga, dolor de cabeza, fiebre y rigidez, aunque también puede causar efectos
psiquiatricos (depresion, irritabilidad, insomnio), neutropenia, anemia, sarpullidos, tos, hiperuricemia, entre
otros (Ghany et al., 2009). Estos efectos constituyen la causa fundamental de abandono de la terapia.
Ademaés, en muchas ocasiones conllevan al empleo de otros medicamentos que provocan la aparicion de
nuevos efectos secundarios asociados lo que encarece alin mas el tratamiento (Ghany et al., 2009).

En 2011 fueron aprobados por las Agencia Europea y Americana de Medicamentos (EMA, del inglés
European Medicines Agency y FDA, del inglés, Food and Drug Administration, respectivamente) los antivirales
Telaprevir y Boceprevir que inhiben la proteasa NS3/NS4A (EMA, 2012a; EMA, 2012b). Ambos inhibidores
integran una triple terapia en combinacion con IFN a-peg y RBV (Ghany et al., 2011). Estas nuevas
combinaciones indujeron una RVS en el 66-75 % de los pacientes no tratados anteriormente (Lopez-Sufié,
2010; Ghany et al., 2011). A pesar de que esta terapia indujo una RVS significativamente superior a la del
tratamiento clasico con IFN a-peg y RBV, provoca la adicion de nuevos efectos secundarios severos como
eritema cutaneo e incremento de la anemia, es mas cara, esta restringida al genotipo 1 del virus y no protege
frente a la reinfeccion (Buti y Homs, 2012; Mauss et al., 2012; Pawlotsky, 2012).

Para reducir la duracion de los tratamientos de los individuos infectados con el genotipo 1 y disminuir los
efectos secundarios debidos al uso del IFN a-peg, a principios de 2013 se public6 el estudio preliminar de un
ensayo clinico libre de interferon (IFN). En el mismo se utilizaron diferentes combinaciones de dosis de dos
potentes inhibidores de la proteasa NS3, un nucledsido inhibidor de la polimerasa NS5B y la RBV. Se obtuvo
una alta efectividad a las 12 semanas de tratamiento para los pacientes virgenes (93 y 95 %) y menor

efectividad para aquellos no respondedores a tratamientos anteriores (Poordad et al., 2013).
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Desde 2009 se han publicado varios estudios de asociacion del genoma humano con la respuesta al
tratamiento con IFN (Ge et al., 2009; Rallon et al., 2009; Thimme et al., 2012), pues se ha encontrado que un
SNP del gen de la IL-28B (rs12979860, sustitucion de C/C por C/T o T/T) esta asociado a una respuesta pobre
al tratamiento con IFN a-peg y RBV. Los pacientes infectados por el VHC y que tienen un genotipo salvaje de
la IL-28B (C/C), presentan una tasa dos veces mayor de RVS al tratamiento con IFN, tanto si son VIH
negativos (Rauch et al., 2010) como VIH positivos (Thomas et al., 2009). Esto se ha asociado al aclaramiento
espontaneo de la infeccion por el VHC en pacientes VIH negativos. En un estudio suizo, este efecto solo se
observo en pacientes con genotipo 1 0 4 (Lopez-Sufié et al. 2010). Debido a la trascendencia de estos
hallazgos, la determinacion del polimorfismo de la IL-28B a cada paciente se ha incorporado, cada vez mas, a
la préctica clinica como factor predictivo en la respuesta al tratamiento; esto ha impulsado el uso de terapias
personalizadas de acuerdo a las caracteristicas individuales del paciente y del virus, lo cual traza una nueva
ruta para lograr la efectividad (Lok et al., 2012).

1.6. Diagnostico del virus de la hepatitis C

El diagndstico viroldgico y el seguimiento de los pacientes infectados con el VHC esta basado en dos tipos de
ensayos: los indirectos, ensayos serolégicos que detectan anticuerpos especificos contra el VHC vy los
ensayos directos, que detectan, cuantifican y caracterizan los componentes de las particulas virales, como
son el ARN viral y el antigeno de la nucleocapsida (Scott y Gretch, 2007). Las pruebas serologicas son
suficientes cuando se sospecha que la persona cursa una hepatitis cronica por virus C. No obstante, un
resultado seroldgico positivo al anti-VHC puede significar que el paciente presenta una hepatitis crénica por
VHC o tuvo una remision espontanea (Lefrere et al., 1997) y la unica forma de diferenciarlas es mediante la
deteccion del ARN viral por técnicas moleculares. Es muy Util detectar este Gltimo, e incluso obligatorio en
algunos paises, cuando se sospecha de una infeccion aguda porque los anticuerpos anti-VHC pueden
demorar hasta tres meses en aparecer después de contraer la infeccion. Ambas pruebas son de gran
importancia en el diagndstico de la infeccion, la decision terapéutica y la estimacion de la respuesta al
tratamiento de un paciente con VHC (Terrault et al., 2005; Chevaliez y Pawlotsky, 2006; Mauss et al., 2012).

1.6.1. Ensayos indirectos
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1.6.1.1. Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA)

La pesquisa inicial de la infeccion por el VHC se realiza a través de las pruebas serologicas para la deteccion
de los anticuerpos anti-VHC, tipo IgG, mediante ensayos inmunoenzimaticos (EIA, del inglés Enzyme
Inmunoassay), en especifico los ELISA (Ensayo de inmunoabsorbente unido a enzima, del inglés, Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay). Esto consiste en detectar la respuesta inmunoldgica humoral del paciente
infectado contra proteinas virales, tanto de regiones estructurales (Core) como no estructurales (NS3, NS4,
NS5). Debido a lo dificil y costoso que es cultivar las proteinas nativas del VHC, los métodos de EIA utilizan
antigenos artificiales obtenidos por ingenieria genética (antigenos recombinantes) o por sintesis quimica
(péptidos sintéticos), o bien, mezclas de ambos, para capturar los anticuerpos anti-VHC en microplacas o
microparticulas (Carithers et al., 2000). Los primeros EIA para anti-VHC detectaban anticuerpos contra una
sola proteina antigénica recombinante (Core-100-3). En los EIA de 292 generacion (EIA-2) se incluyeron
proteinas del Core (c22-3) y el producto de la region NS3/NS4 (c33c). Los ensayos de 3ra generacion (EIA-3)
son mas sensibles porque incorporan ademas la proteina NS5, ademas de que optimizan las caracteristicas
de los antigenos utilizados en los EIA-2 (Pawlotsky et al., 1995). En el informe de resultados de estos ensayos
se debe indicar la relacion de positividad y los valores de corte del mismo, ya que pueden variar en funcion de
cada marca comercial (Mufioz, 2006).

Este tipo de prueba solo es util un tiempo después del contagio, lo que se conoce como periodo de ventana
seroldgico (variable de un paciente a otro, puede ser de uno a seis meses) (Huarte y Casi, 2004). Cuando se
trata de individuos inmunocompetentes los ensayos de 242 y 312 generacion tienen una sensibilidad mayor del
98 % y permiten detectar una seroconversion entre las cuatro y diez semanas post-infeccion (Mufioz, 2006).
En los grupos de riesgo, como el de individuos inmunodeprimidos (hemodializados, receptores de trasplante
solido o de médula 6sea y personas seropositivas al VIH), la sensibilidad de los EIA oscila entre 50 y 95 %
segun el grado de inmunodeficiencia (Huarte y Casi, 2004). Por ello, en estos casos es necesario realizar el
diagndstico molecular del ARN del VHC para confirmar la presencia o no del virus (Pawlotsky, 2003b).

1.6.1.2.  Ensayos de confirmacion de anticuerpos (RIBA- LIA)

La asociacion de un factor de riesgo percutaneo para la infeccion por el VHC (inyecciones, transfusiones,

cirugias, trasplantes o hemodialisis), con niveles elevados de alanina aminotransferasa (ALT) en un individuo
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anti-VHC positivo por EIA-2/3, es indicativa de infeccion activa por el VHC en més del 98 % de los casos, lo
que reduce la necesidad de los ensayos de confirmacion. Pero, para el caso de individuos donantes de
sangre, de bajo riesgo (poblacion supuestamente sana) y transaminasas normales, se han desarrollado
pruebas para confirmar la especificidad de los ELISA (Hoofnagle, 2002; Strader et al., 2004). Estas son los
inmunoblots, inmunoensayos suplementarios al ELISA que permiten discriminar antigenos virales especificos,
blancos de la respuesta inmunoldgica detectada en el ELISA. Para ello, los antigenos virales se fijan a un
soporte (nitrocelulosa-nylon) sobre el cual se capturan los anticuerpos del paciente. Dichos antigenos son de
origen recombinante en el RIBA (Recombinant Inmuno Blotting Assay) o sintético en el LIA (Linear Inmuno
Blotting Assay). Los antigenos presentes incluyen regiones estructurales y no estructurales. El inmunoblot se
considera positivo cuando reacciona contra al menos dos antigenos distintos, indeterminado cuando hay
reactividad frente a uno solo y negativo cuando no reacciona con ninguno (Huarte y Casi, 2004). Su aplicacion
en la préctica clinica es limitada. Es util para confirmar resultados de ELISA de baja relacion de positividad o
resultados discordantes de ELISA positivo con PCR cualitativa no detectable. Un resultado por RIBA-LIA
negativo en pacientes con ELISA positivo indicaria un resultado falso positivo de este Gltimo. Un resultado
RIBA-LIA positivo con al menos dos determinaciones no detectables de ARN VHC por PCR cualitativa, sugiere
fuertemente que la infeccion por VHC fue resuelta (Pawlotsky, 2003b).

1.6.1.3.  Deteccion de anticuerpos IgM anti-Core VHC

Se han desarrollado EIA capaces de detectar y cuantificar anticuerpos IgM anti-Core VHC en el suero de
pacientes con infeccion aguda (anti-VHC positivos). Se puede detectar IgM anti-Core en el 50-90 % de los
pacientes con hepatitis C aguda pero también, a mas bajo titulo, en el 50-70 % de los pacientes con hepatitis
C crénica (Logvinoff et al., 2004).

Pese a la alta sensibilidad, los EIA presentan limitaciones relacionadas con el agente y la condicion del
huésped (Mufioz, 2006) pues: - no permiten discriminar entre los sujetos con infeccion aguda, cronica o
pasada con recuperacion; - los anticuerpos perduran de por vida en los pacientes cronicos y por mas de 18-20
afios en aquellos que se recuperan ya sea en forma espontanea (20-30 % de los casos) o después de un
tratamiento; - no permiten la deteccion precoz de una infeccién aguda en el caso de las seroconversiones

tardias; - aparecen falsos positivos en poblacion sana y de bajo riesgo, como donantes de sangre y pacientes
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con autoinmunidad, asi como falsos negativos en pacientes inmunocomprometidos (pacientes con VIH y
hemodializados).

Un estudio realizado con 15250 embarazadas mostré que un resultado IgM anti-Core positivo y una alta
carga viral en la madre (>108 Ul/mL) en la fase aguda de la enfermedad, constituyeron factores de riesgo
importantes para que ocurriera transmision vertical del VHC (Dal Molin et al., 2002).

1.6.2. Ensayos directos

La replicacion del VHC en los hepatocitos libera las particulas viricas producidas al medio extracelular. Una
parte de ellas pasan al torrente circulatorio y se vuelven dianas potenciales para el diagnéstico de laboratorio
basado en la deteccion directa de los viriones, bien por deteccion de su genoma o de sus proteinas (Huarte y
Casi, 2004). Durante el periodo de ventana de la infeccion aguda y en el caso de los pacientes
inmunodeficientes, el diagnostico por deteccion de anti-VHC puede fallar, lo que demanda el uso de pruebas
de deteccion del virus (Mufioz, 2006). Asimismo, la deteccion y cuantificacion del ARN viral es esencial para
monitorizar la respuesta al tratamiento en la infeccion crénica.

1.6.2.1. Ensayos para la deteccion del antigeno de la nucleocéapsida del VHC

La proteina Core ha sido un blanco atractivo para el desarrollo de ensayos de diagnostico por ser una
proteina estructural de secuencia altamente conservada entre los distintos genotipos, lo que superaria el
problema de la variabilidad del VHC (Mondelli, 2004). Los niveles de este antigeno correlacionan con los
valores de viremia cuantitativa por técnica de biologia molecular y cada picogramo equivale a 8 000 Ul/ml.
Esta técnica no detecta niveles por debajo de 20 000 Ul/ml, lo que restringe su uso clinico (Bouvier et al.,
2002; Pawlotsky, 2002a). Durante el periodo previo a la seroconversion, el antigeno Core se detecta como
promedio uno o tres dias después que el ARN del VHC (Courouce et al., 2000; Veillon et al., 2003; Mauss et
al., 2012). Este hecho permite identificar la infeccion aguda antes de que ocurra la seroconversion por
anticuerpos, lo cual estrecha significativamente el periodo de ventana seroldgica (Mondelli, 2004).

Después de los primeros dias, la cinética del antigeno Core transcurre en paralelo a la cinética del ARN del
VHC (Bouvier et al., 2002), de ahi que se haya propuesto a este antigeno como un marcador de la replicacion
del VHC. Dada la correlacion lineal, significativa e independiente del genotipo entre las concentraciones

séricas del ARN del VHC y del antigeno Core, este marcador se presenta como una alternativa eficiente para
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aquellos laboratorios clinicos donde no siempre hay personal o equipamiento adecuados para el trabajo con
técnicas de biologia molecular (Mondelli, 2004). Pero puede ser poco util confiar solamente en el ensayo del
antigeno Core cuando se trata de infecciones tempranas, puesto que en ese estadio no existe buena
concordancia entre esta prueba y los ensayos por PCR (Reddy et al., 2006). La determinacion de la proteina
Core podria complementar a los métodos moleculares para estimar la carga viral y para monitorizar el
tratamiento antiviral y la recurrencia del VHC en receptores de trasplante.

-1.6.2.2. Técnicas para la deteccion y cuantificacion de acidos nucleicos

El ARN del VHC circula en la sangre a niveles muy bajos, indetectables por técnicas clasicas de hibridacion,
por lo cual se precisan para su deteccion ensayos de amplificacion de acidos nucleicos (NAT, Nucleic Acid
Amplification Technique, siglas del inglés). Generalmente los ensayos cualitativos son mas sensibles que sus
similares cuantitativos (Huarte y Casi, 2004) y permiten confirmar la presencia del VHC en pacientes
seropositivos a anti-VHC y dan seguimiento a la terapia antiviral (Pawlotsky, 2002a; Mauss et al., 2012).

Las pruebas NAT se basan en el principio de amplificacion de la sefial (ADN ramificado, bDNA, branched
DNA, siglas del inglés) o en el principio de amplificacion del blanco o diana, ya sea a través de una PCR, o de
una Amplificacion Mediada por Transcripcion (TMA, Transcription Mediated Amplification, siglas del inglés)
(Pawlotsky, 2002a; Mauss et al., 2012).

Existen diferentes clasificaciones de los ensayos NAT (Huarte y Casi, 2004) en dependencia de:

A) Si se detecta 0 cuantifica el acido nucleico son cualitativos o cuantitativos, respectivamente: Los
cualitativos detectan la presencia del acido nucleico, son muy sensibles y mas baratos que los cuantitativos.
Para detectar ADN se puede utilizar una PCR y para ARN es necesario realizar una RT-PCR. Para cuantificar
ADN se puede hacer una PCR competitiva (qPCR, del inglés quantitative PCR) y para cuantificar ARN se
realiza una gRT-PCR competitiva. Los ensayos de PCR en tiempo real son muy sensibles y se usan para
cuantificar. Estos métodos cuantitativos pueden ser relativos o absolutos en dependencia de si utilizan un
estandar externo o interno, respectivamente, para la cuantificacion (Davis, 2002).

B) Si se amplifica la sefial de deteccion o el acido nucleico blanco:

16.22.1 Técnica de amplificacion de la sefial
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Se basa en el principio del ADN ramificado o bDNA (figura 1.4), actualmente representado por el ensayo
Versant HCV RNA assay v3.0 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, EE.UU.). Consiste en la
desnaturalizacion del &cido nucleico blanco (ARN del VHC) y la hibridacion al mismo de dos sondas: una se

une a la fase sdlida y la otra se une a la molécula de ADN ramificada, mediante hibridaciones sucesivas, se

scilly desanipliticasion unen miles de oligonuclettidos de ADN conjugado a enzimas,
® ® N - . .
® ® las cuales producen una sefial quimioluminiscente (Sarrazin,
® ®
e 2002).
g @
: @— . _ . -
S 90— : Figura 1.4. Principio de ensayo ADN ramificado. Su caracteristica
s @— =’ principal es el uso de una molécula compleja de ADN, que permite
19— o unirse a miles de sondas marcadas con la enzima fosfatasa
s @— @ alcalina, la cual hidroliza un sustrato quimioluminiscente. La lectura
1@ se realiza en un luminémetro (Sarrazin, 2002).
& — -
| o El ensayo cuantifica mediante calibradores externos de ADN.
(AL ;o . . -
molde = P  Es répido, sencillo y reproducible, solo utiiiza 50 L de suero,

sonda de captura no requiere de equipos especiales para la amplificacion y

R tiene un rango lineal de cuantificacion muy amplio en su
version 3.0 (615 -8 x 106 Ul/mL) independientemente del genotipo viral (Morishima, 2004). Se utiliza en
ensayos cuantitativos por tener menor sensibilidad que los métodos que amplifican &cidos nucleicos, requiere
de un Luminémetro para la lectura (Gretch, 1997; Gorrin et al., 2003).

1.6.2.2.2.  Tecnicas de amplificacion del blanco

1.6.2.2.2.1.  Técnica de Amplificacion mediada por la transcripcion (TMA)

La TMA fue desarrollada por GenProbe, EE.UU (Figura 1.6). Este método se utiliza para la deteccion
cualitativa del ARN de VHC por su elevada sensibilidad (Comanor et al., 2001; Hendricks, 2003). Se realiza en
un solo tubo de reaccion, en tres pasos: captura del blanco, amplificacion del blanco y deteccion de los
amplicones mediante hibridacion protegida. La amplificacion se basa en una reaccion isotérmica y emplea las
enzimas transcriptasa inversa y ARN polimerasa T7; los amplicones resultantes son ARN de simple cadena,
que hibridan con una sonda marcada con enzima, que a su vez, hidroliza un sustrato luminiscente (Comanor

et al., 2001; Sarrazin, 2002).
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Figura 1.6. Principio de ensayo del TMA. Particulas magnéticas capturan el acido nucleico, luego ocurre una RT donde
se obtiene un ADNc con la secuencia del promotor de la ARN polimerasa T7, la cual produce amplicones de ARN. Estos
se detectan mediante el sistema Avidina/ Estreptavidina y ésta Ultima esta unida a una enzima que hidroliza un sustrato
luminiscente (Comanor et al., 2001).

La TMA se emplea en el ensayo Versant™ HCV RNA Qualitative Assay v3.0 (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, EE.UU.). Este ensayo es mas sensible que la RT-PCR del Cobas Amplicor HCV test, con un
limite de deteccion de 5-10 Ul/mL, sensibilidad del 96-100% y especificidad mayor de 99,5 %,
independientemente del genotipo del VHC (Sarrazin, 2001; Hofmann, 2005).

1.6.2.2.2.2.  Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Es la técnica mas empleada en el diagndstico molecular (Sambrook y Russel, 2001; Mauss et al., 2012), fue
descrita en 1983 por Kary Mullis y consiste en la replicacion in vitro del ADN. Permite obtener millones de
copias de un fragmento de ADN especifico, a partir de un minimo de ellas (Bartlett y Stirling, 2003). En el
proceso se suceden mdltiples pasos de desnaturalizacion del ADN, hibridacion a los cebadores y
polimerizacion de la secuencia del ADNc por una ADN polimerasa (Figura 1.7). Para ello se emplean ciclos de
altas y bajas temperaturas alternadas para separar entre si, tras cada fase de replicacion, las hebras de ADN
recién formadas y, a continuacion, dejar que las polimerasas se les unan para duplicarlas nuevamente. Esta
técnica se ha favorecido con el surgimiento de secuenciadores térmicos o termocicladores que son equipos

automatizados (Sambrook y Russel, 2001).
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Los componentes mas importantes son: ADN molde, enzima

Y

ER &

;@- Desnaturalizacién ADN polimerasa (la mas usada es la Tag ADN polimerasa

5 3
— .. proveniente de la bacteria Thermus aquaticus), cebadores
& @aineamiento Y (directo e inverso, secuencias cortas de 6-40 n,

¥ £ 2

;@ Ellongacic’: n-*

complementarios a cada hebra del ADN y que flanquean la

zona a amplificar), cofactores enzimaticos (iones divalentes

+@

+ + _ que favorecen la actividad enzimética: Mg?* y Mnz*), mezcla
¥ (e de desoxinucledtidos trifosfatos de adenina, timina, guanina y
d — citosina (ANTPs) y tampon mantener el pH Optimo para la

*I 10, (2 & (3D

pE— p— actividad enzimatica (Rose et al., 2003).

$0.2=3@ Figura 1.7. Esquema general de la PCR: La reaccién ocurre en un
— secuenciador térmico donde primero se calienta a 95 °C el ADN
e blanco para separar I.a,s cadenas. Luego se enfria has;a la
— ————a temperatura de hibridacién de los cebadores a las cadenas libres
de ADN. Una enzima polimerasa ADN dependiente extiende la
4 nueva cadena de ADNc y asi se continda con ciclos repetidos de

desnaturalizacion, hibridacion y elongacion hasta obtener millones
de amplicones.
1.6.2.2.2.2.1. Técnicas basadas en la PCR

Amplificacién exponencial del producto

Existen numerosas técnicas basadas en la PCR que son ensayos de rutina en los laboratorios de diagnéstico
molecular, entre ellas se encuentran:

a) Transcripcion inversa y PCR (RT-PCR): Proceso de amplificacion de ARN (ribosomal, mensajero,
gendmico o viral) que comienza con RT de ARN a ADNc mediante una enzima transcriptasa inversa (gj.
enzima del AMV, virus de la Mieloblastosis Aviar) y continda con amplificacion por PCR (Mulder, 1994).
Actualmente la RT-PCR se realiza en un solo paso, lo cual es ventajoso ya que reduce el riesgo de
contaminaciones entre las muestras (Sambrook y Russel, 2001). Es un método ampliamente utilizado en el
diagndstico de virus de ARN como Dengue, VIH 1 y VHC (Sangasang et al., 2003; Berger et al., 2005;
Cabezas-Fernandez y Cabeza-Barrera, 2012). Entre los ensayos de RT-PCR esta el Amplicor™ HCV test
v1.0, con un limite de deteccion de 100 Ul/mL al 95 %, su version 2.0, de 50 Ul/mL de sensibilidad para todos
los genotipos, emplea la ADN polimerasa de Thermus thermophilus que también tiene actividad reverso

transcriptasa, ademas permite hacer la RT-PCR y la deteccion en un solo paso y en el mismo tubo de
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reaccion, con lo que se disminuyo el tiempo de ensayo y aumenté la sensibilidad del método (Nolte, 2001;
Cabezas-Fernandez y Cabeza-Barrera, 2012).

b) PCR Anidada: Esta técnica consta de dos reacciones de PCR secuenciales y utiliza como molde o blanco
para la segunda reaccion, el producto amplificado obtenido de la primera ronda de PCR. El mayor nimero de
ciclos produce una cantidad superior de amplicones por lo que incrementa la sensibilidad, mientras que la
utilizacion de cuatro cebadores diferentes (dos cebadores para la primera amplificacion y dos internos a la
secuencia resultante para la segunda ronda) asegura la especificidad del ensayo porque disminuye la
probabilidad de que se amplifique una secuencia no deseada (Rose et al., 2003).

c¢) PCR mudltiple: Es util para detectar varios analitos en un mismo ensayo; pueden emplearse a la vez dos o
méas juegos de cebadores especificos para diferentes secuencias de ADN. Los cebadores se disefian y
evallan cuidadosamente porque deben tener similares temperaturas de hibridacion (Tm, temperatura a la que
hibrida el cebador a la cadena de ADN o ARN durante la PCR o RT-PCR), no deben formar lazos, ni horquillas
internas, ni ser complementarios entre si. Un ejemplo es el ensayo Multiplex HIV-1 RNA/HCV RNA NAT,
utilizado en bancos de sangre para detectar simultaneamente VIH-1y VHC en la misma bolsa, o en mezclas
de bolsas negativas al anti-VHC y al anti-VIH-1, lo cual hace mas econdmica la pesquisa de ambos virus en
personas que estan en “ventana inmunoldgica” (Tang et al., 1997).

d) PCR en tiempo real: Es capaz de amplificar y detectar el blanco de acido nucleico simultaneamente, al
final de cada ciclo de amplificacion, lo que permite el monitoreo directo de la PCR. Inicialmente se produce RT
del molde de ARN para generar hebras complementarias de ADNc que luego se amplifican con una ADN
polimerasa. Simultaneamente se logra la deteccion mediante el uso de oligonucleotidos especificos a la
secuencia del blanco unidos a dos moléculas distintas: un fluoréforo donador y una molécula aceptora. Estas
sondas se unen al ADNc en una region entre los dos cebadores de la PCR y son degradadas o liberadas por
la ADN polimerasa durante la sintesis del ADN. Si hay degradacion, el aceptor y el fluoréforo son liberados y
separados, por lo que el dltimo comienza a emitir fluorescencia. Esta sefial se intensifica tras cada ronda de
amplificacion y es proporcional a la cantidad inicial de ARN. La cuantificacion es absoluta ya que se compara
la cinética de la amplificacion del blanco con la del control interno de concentracion inicial conocida. Los

ensayos comerciales disponibles emplean variaciones de este principio de fluoréforo-aceptor. Entre ellas esta
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la sondaTagMan utilizada en los ensayos COBAS TagMan 2.0 HCV y COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan 2,0
HCV, métodos muy sensibles y con rangos de cuantificacion muy amplios, de 10 Ul/mL-10 millones Ul/mL
(Ghany et al., 2009; Mauss et al., 2012). Reduce el tiempo de ensayo de 16 h a 5 horas (Tuaillon et al., 2010).
La PCR presenta alta sensibilidad, especificidad, reproducibilidad y versatilidad (cada segmento de acido
nucleico es un blanco potencial para el diagndstico), detecta ADN proviral latente, se aplica a gran variedad de
muestras clinicas y forenses, produce resultados rapidos en comparacion con los cultivos, las muestras se
inactivan al comenzar el proceso y se precisa de menos cantidad de muestra en comparacion con otras
técnicas (Mauss et al., 2012). En cambio, puede producir resultados falsos positivos por similitud entre genes
celulares y secuencias retrovirales (inespecificidad) o por contaminaciones cruzadas entre muestras y arrastre
de amplicones ambientales. En la PCR también se obtienen falsos negativos por la conservacion inadecuada
de las muestras (evitar descongelaciones sucesivas), por tener una carga viral menor al limite de deteccion del
ensayo y por la presencia de inhibidores de la amplificacion (Liegler y Grant, 2006).
1.6.2.2.2.2.2. Inhibidores de la PCR
Los inhibidores de la PCR contenidos en las muestras ejercen sus efectos mediante interaccion directa con los
acidos nucleicos (RNasas o DNasas) o por interferencia con la ADN polimerasa. La union directa de los
inhibidores a la simple o doble cadena del &cido nucleico puede evitar la amplificacion y facilitar la co-
purificacion del inhibidor con el mismo. Los inhibidores también pueden bloquear la actividad enzimatica de la
ADN polimerasa, por ejemplo, el EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) interacciona con los iones Mg?*,
cofactores de la actividad catalitica, disminuye su disponibilidad e inhibe asi la PCR. (Pasloske y Wu, 1998;
Muller et al., 2004; Liegler y Grant, 2006). En la tabla 1.1 se muestran algunos inhibidores de la PCR.

Tabla 1.1. Inhibidores de la PCR

Inhibidores Concentracion de inhibicion
Dodecilsulfato sédico > 0,005 %
Fenol >0,2%
Etanol >1%
Isopropanol >1%
Acetato de Sodio > 5 mmol/L
Cloruro de Sodio > 25 mmol/L
EDTA > 0,5 mmol/L
Hemoglobina >1g/mL
Heparina > 0,15 Ul/mL
Urea > 20 mmol/L
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Dentro de las muestras con inhibidores de la PCR se incluyen: telas, tejidos, suelos y sangre. Ejemplos de
inhibidores en sangre: grupo hemo, hemoglobina, lactoferrina e inmunoglobulina G (Radstrom et al., 2004).
También son inhibidores de la PCR algunas sustancias de las heces fecales, las proteinasas de la leche y la
urea de la orina. Los materiales y reactivos que se ponen en contacto con las muestras durante su
procesamiento (sales, detergentes idnicos y alcoholes) son otra fuente de inhibidores. La PCR se inhibe por
medicamentos como la heparina, por lo que antes de la toma de muestra se debe encuestar al paciente para
evitar la presencia en la sangre de este inhibidor, fuente de falsos negativos entre los hemodializados
(Holodniy et al., 1991; Kleiboeker, 2003; Yao et al., 2005).

Existen varios métodos para disminuir los efectos de los inhibidores que no se eliminan durante la extraccion:
adicionar en la reaccion mayores concentraciones de ADN polimerasa para saturar los inhibidores que la
enlazan (Katcher y Schwartz, 1994); emplear la albimina de suero bovino por su unién a ciertos inhibidores y
capturar el ADN con agarosa de baja temperatura de fusion lo cual libera los inhibidores. Diluir la muestra
antes de la extraccion o afiadir menos ADN molde a la amplificacion puede mejorar el rendimiento en gran
medida, pues los inhibidores también se diluyen y su actividad puede ser anulada o disminuida.

En la actualidad muchos ensayos de PCR empleados para detectar o cuantificar ARN o ADN poseen un
control interno que detecta los inhibidores de la amplificacion (Kontanis y Reed, 2006). La estrategia del
control interno se ha combinado con la amplificacion de dos blancos de diferentes tamafios para ensayar
simultaneamente tanto a los inhibidores como a la degradacion del ADN. La informacion obtenida sobre la
inhibicion y la degradacion permite a los laboratorios tomar mejores decisiones en el procesamiento de las
muestras y conduce a incrementar el éxito de la amplificacion y la eficiencia del trabajo (Swango et al., 2006).

1.6.2.3.  Generalidades sobre técnicas cualitativas para la deteccion del ARN del VHC

La deteccion cualitativa del ARN del VHC consiste en determinar la existencia del ARN viral en diferentes tipos
de muestras: suero, plasma, sangre total, sangre colectada en papel de filtro, saliva, cultivo de células y
tejidos, semen entre otros (Mauss et al., 2012). En estos ensayos, se utilizan secuencias de las regiones mas
conservadas del genoma viral como la RNC 5', aunque en los Ultimos afios se han desarrollado ensayos
dirigidos a la RNC 3 (Drexler et al., 2009).

Los ensayos cualitativos reportan sus resultados en Positivos 0 No detectables. Independientemente del
método debe informarse la sensibilidad del ensayo (limite de deteccion al 95 %) contra el Estandar

Internacional del ARN del VHC (OMS) (Pawlotsky, 2003b; Chevaliez y Pawlotsky, 2006; Mauss et al., 2012).
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Los ensayos basados en la PCR pueden ser completamente manuales (detectan hasta 100 Ul/mL de ARN del
VHC), semiautomatizados (detectan hasta 50 Ul/mL) o totalmente automatizados (PCR en tiempo real) que
llegan a detectar hasta 15 Ul/mL (Desombere et al., 2005; Sarrazin et al., 2006; Vermehren et al., 2008).

Los ensayos comerciales cualitativos mas utilizados en la actualidad se muestran en la tabla 1.2.

Tabla 1.2. Ensayos moleculares cualitativos para detectar el ARN del VHC

Firma Limite deteccion

Comercial Ensayo Diagnostico Técnica (LD): (UlimL) Aplicacion
Amplicor HCV Test v1.0 (RMT;E;) 100 Confirmar infeccion
Roche Molecular  amplicor HCV Test v 2.0 RT-PCR <60 ——
PISysterT:S, (Manual)
easanton, .
EE.UU. CEloes Al ey ISR <60 Confirmar infeccion
2.0 (Semiautomatico)
. RT-PCR .
AmpliScreen v 2.0 (Semiautomatico) <50 Pesquisa de sangre
Siemens , . o
Healthcare Versant HCV RNA v 3.0 . Uik e 5-10 /Conflrmarénfecuon
Diagnostic, EE.UU. (Semiautomatico) Pesquisa de sangre
Procleix HIV/HCV assay ULl <50 Conflrmar ISEETL
(Manual) [Pesquisa de sangre
Gen Probe, EE.UU. . . y
Procleix Ultrio assa TMA <50 Confirmar infeccion
y (Semiautomatico) [/Pesquisa de sangre

En 2004 se establecio la aplicacion de las técnicas NAT para la pesquisa de la sangre donada, lo cual ha
estrechado el “periodo de ventana” de anticuerpos de 70-80 dias a 10-30 dias (Kraj y Nadder, 2007). Existen
métodos disefiados para la pesquisa en bancos de sangre como Ampli/Screen (Roche) y Procleix (Gene
Probe) que detectan el ARN del VHC en mezclas de plasmas de 24 bolsas de sangre con serologia anti-VHC
negativa (Strader et al., 2004; Mauss et al., 2012). Se ha reducido la transmision por esta via: el riesgo de
transmision por unidad ha caido de 1:100 000 a 1:500 000 o 1:1 000 000 (FDA, Guidance for Industry, 2011).
1.6.2.4.  Generalidades sobre técnicas cuantitativas para determinar de la carga viral del VHC

La determinacion de la carga viral (CV) del ARN del VHC (cantidad de virus presente en un volumen dado de
sangre, usualmente 1 mL) permite caracterizar al individuo infectado y se considera un factor predictivo de
respuesta al tratamiento (disminucion de al menos 2 Logso con respecto al valor inicial) (Le Guillou-Guillemette
y Lunel-Fabiani, 2009; Cabezas-Ferndndez y Cabeza-Barrera, 2012). Es una herramienta que posibilita
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evaluar la cinética de replicacion viral intra-tratamiento, sobre todo en las nuevas terapias que utilizan
inhibidores de proteasas (Ghany et al., 2011).

Como las técnicas cuantitativas han sido estandarizadas mediante transcritos de ARN de distinta naturaleza,
longitud y secuencia, las diferentes unidades de medida no representan la misma cantidad de ARN en
muestras clinicas. Ademas, hasta hace unos afios los métodos comerciales de cuantificacion del VHC tenian
LD muy diferentes y no poseian un denominador comdn de medicion, por tanto, no eran equivalentes ni
comparables; por ejemplo, el ensayo Cobas Amplicor HCV Monitor v 2.0 ofrecia sus resultados en nimero de
copias/mL y el Versant HCV RNA 2.0 Assay, en genomas equivalentes/mL. Para normalizar los resultados
entre diferentes laboratorios, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié en 1999 el primer
Estandar Internacional (IS) de referencia para la cuantificacion del ARN del VHC en unidades internacionales
(Ul/mL) (Saldanha et al., 1999); estas fueron adoptadas universalmente para facilitar la aplicacion de las
nuevas recomendaciones y pautas en la practica clinica (Lee et al., 2000; Pawlotsky et al., 2000). Esto
permiti6 una armonizacion entre los diferentes métodos y aunque en la actualidad es factible hacer
comparaciones entre ellos desde el punto vista analitico, se aconseja utilizar la misma técnica para el
seguimiento individual de cada paciente (Strader et al., 2004).

La especificidad reportada para este tipo de ensayos era del 98-99 % independientemente del genotipo del
VHC (Pawlotsky, 2003a) pero ya se sabe que la detectabilidad y la especificidad en los primeros ensayos no
era la misma para todos los genotipos, generalmente 3 y 6 se detectaban cien veces menos que 1,2,4y5y
su cuantificacion era muy inexacta, lo cual se pudo apreciar al evaluar el ensayo Versant HCV RNA 2.0 contra
su version 3.0 (Desombere et al., 2005).

Una CV inferior a 800 000 Ul/mL se considera baja. Las muestras con CV por encima del extremo superior del
rango lineal del ensayo deben ser diluidas 1/10 o 1/100 para la estimacion de su concentracion (Pawlotsky,
2003a). Por otra parte, variaciones en las estimaciones de CV inferiores a los 0,5 Logio, Suelen no tenerse en
cuenta pues ocurren por variaciones intrinsecas a la técnica o al propio paciente. Cuando un paciente ya
tratado tiene una CV por debajo del LD del ensayo no significa necesariamente que haya eliminado la
infeccion, sino que su CV puede ser tan baja que no sea detectable; en ese caso se realizara un ensayo

cualitativo por su mayor sensibilidad (Ghany et al., 2011). En las pruebas cuantitativas se habla de resultados
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Cuantificables (los que caen dentro del rango de la curva de cuantificacion), Detectables pero No
Cuantificables (los resultados que estan por encima del LD pero por debajo del limite de cuantificacién) y No
Detectables (los inferiores al LD). Esta clasificacion ha adquirido gran importancia en la practica clinica actual
para la toma de decisiones terapéuticas (Albeldawi et al., 2010; Buti y Homs, 2012).

Los ensayos de CV se basan en técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (RT-PCR Competitiva, PCR en
tiempo real) y de amplificacion de la sefial (0DNA). En la tabla 1.3 aparecen los més empleados actualmente.

Tabla 1.3. Ensayos moleculares cuantitativos para determinar la carga viral del ARN del VHC

LD (Rango dinamico de

A Ensayo Diagnéstico Técnica cuantificacion) OISO
Comercial y g vs 1 Ul/mL
(UlfmL)
Amplicor HCV Monitorv ~ RT-PCR competitiva JE :
20 (Manual) 600 (600-5x10°) 0,9 copias/mL
Roche Molecular Cobas Amplicor HCV RT-PCR competitiva 600 (600-5x109) 2.7 copias/mL
System, Monitor v 2.0 (Semiautomatico) ’
Pleasanton, Tiempo Real
— 6 i
EE.UU COBAS TagMan 2,0 HCV (Semiautomético) 15 (25-69x10°) 2,7 copias/mL
Cobas AmpliPrep/Cobas Tiempo Real g . :
TagMan 2,0 HCV (Semiautomatico) o' R =) P GO
SIS ADN ramificado
Healthcare Diag.  Versant HCV RNA v 3.0 . - 520 (615-7x10°) 5,2 copias/mL
(Semiautomatico)
EE.UU
RT-PCR
Abbott LCx HCV RNA Competitiva 23 (25-2,3x108) 3,8 copias/mL
Laboratories, (Semiautomatico)
2550 Abbott Real time HCV D (e 12 (12-1x109)
(Automatizado)
National Genetics RIS .
HCV SuperQuant Competitiva 100 (600-1,47x109) 3,4 copias/mL

Institute, EE.UU

(Semiautomatico)

Leyenda: LD: limite de deteccion al 95 %

Los ensayos cuantitativos pueden ser relativos o absolutos en dependencia de si utilizan un estandar externo
o interno para la cuantificacion:

- Ensayos cuantitativos relativos: La cuantificacion relativa utiliza un estandar externo de cuantificacion que
no mide exactamente lo que se quiere determinar (por ejemplo, se utiliza un gen que muestra un mecanismo
de expresion similar al de estudio y se extrapolan sus resultados de acuerdo a la concentracion que se

obtenga del gen conocido). Este método es muy dtil y sencillo para analizar la expresion entre genes
Gonzalez Gonzalez, YJ 29



CAPITULO 1: REVISION BIBLIOGRAFICA

(Freeman et al., 1999). En general provee suficiente informacion sobre el analito en estudio pero no sirve para
el seguimiento de pacientes en tratamiento, donde es muy importante el valor absoluto del analito.

- Ensayos cuantitativos absolutos: En la cuantificacion absoluta se utiliza un estandar interno que compite
con el estandar de cuantificacion. Aunque es complejo el disefio y obtencion del estandar interno, el método
permite medir el valor absoluto del analito a determinar, elimina los errores tubo a tubo en el ensayo, posibilita
detectar la presencia de inhibidores de la PCR y los resultados son comparables en el tiempo (Freeman et al.,
1999). Esta técnica es ventajosa para el monitoreo de tratamiento (Burns et al., 2005; Belak, 2007), un
ejemplo de la misma es la RT-PCR competitiva con estandares internos sintéticos (Zimmermann y Mannhalter,
1996; Kleiboeker, 2003).

1.6.2.5. Determinacion del genotipo del VHC

Dada la heterogeneidad del VHC es preciso definir el genotipo predominante en el paciente infectado. Su
determinacion es obligatoria en pacientes que seran sometidos a terapia antiviral (Bowden y Berzsenyi 2006)
porque, de acuerdo al genotipo, se seleccionara el esquema de tratamiento, el tiempo de duracion del mismo,
la dosis de RBV, ademas de ser un factor predictivo de respuesta al tratamiento antiviral (Manns et al, 2001,
Fried et al., 2002; Hadziyannis et al., 2004). Para la caracterizacion del genotipo se analiza la RNC 5’ del virus
mediante secuenciacion, RFLP (polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion) o LiPA (Linear
Inmuno Probe Assay) (Stuyver et al. 1996; Ross et al., 2000; Ansaldi et al., 2001; Nolte et al., 2003). Dichos
métodos descritos involucran una amplificacion previa por PCR por lo que adolecen de efectividad para
detectar poblaciones minoritarias. Las infecciones mixtas se detectan cuando las subpoblaciones superan el
20 % de la viremia total (1-4 % de los ensayos realizados). La determinacion de genotipo solo se puede
realizar en pacientes con ARN positivo por RT-PCR.

1.6.2.6. Determinacion del ARN del VHC por RT-PCR

En los ensayos moleculares para la deteccion o cuantificacion del VHC primero es necesario aislar el ARN
viral que circula a niveles muy bajos en la sangre (Huarte y Casi, 2004). La sensibilidad y especificidad del
ensayo dependen mucho de la calidad de la extraccion del ARN.

La figura 1.8 muestra el esquema general de los ensayos para la deteccion o cuantificacion del ARN viral

extraido de suero, plasma, sangre total o sangre seca sobre papel de filtro, saliva, semen y otros.
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Muestra
Extraccion del ARN viral
ARN viral
e Transcripcion inversa
Amplificacion P

y amplificacion por PCR

Hibridacion del ADNc

- Deteccidn por hibridacion
amplificado

Figura 1.8. Etapas para detectar o cuantificar el ARN del VHC mediante RT-PCR. a) Extraccion del ARN viral de la
muestra; b) RT-PCR, en algunos casos se realiza también una PCR anidada para aumentar la sensibilidad y
especificidad del ensayo; ¢) Deteccion por hibridacién con revelado colorimétrico o fluorimétrico (Huarte y Casi, 2004).

La primera etapa consiste en aislar el ARN viral de la muestra, posteriormente se realiza una RT-PCR, que a
veces incluye una PCR anidada (Huarte y Casi, 2004). Finalmente se hibridan los amplicones a las sondas de
captura de la fase solida y el revelado se realiza generalmente mediante hidrolisis enzimatica que produce
una sefial luminosa, colorimétrica o fluorescente (Tijssen, 1993; Huarte y Casi, 2004).

1.6.2.6.1. Métodos de extraccion del ARN viral

Existen métodos de extraccion de los ARN virales basados en diferentes principios, su clave radica en evitar
que las ribonucleasas (RNasas) degraden el material, por lo que todos los protocolos se basan en la rapida
inactivacion de dichas enzimas. En 1979, Chirgwin y colaboradores inventaron un método para el aislamiento
de ARN total (80-85 % de ribosomal, 10 % de transferencia y 1-5 % de mensajero) por homogenizacion en
una solucion de 4 mol/L de tiocianato de guanidina con 0,1 mol/L de 2-mercaptoetanol y cloroformo-alcohol
isoamilico. En 1987, Chomczynski y Sacchi modificaron dicho tampdn de lisis por una mezcla de tiocianato de
guanidina y fenol-cloroformo, muy Util para procesar un gran nimero de muestras y para el aislamiento de
pequefas cantidades de ARN de células o tejidos. Las sales de guanidina como el tiocianato de guanidinio
unido al fenol, son agentes caotropicos fuertes que lisan las células y liberan los &cidos nucleicos, ademas de

que desnaturalizan las proteinas como las RNasas (Chomczynski y Sacchi, 1987). El volumen de tampén de

Gonzélez Gonzélez, YJ 31



CAPITULO 1: REVISION BIBLIOGRAFICA

lisis a utilizar debe ser tres veces el volumen de muestra. La adicion posterior de cloroformo genera una fase
acuosa (contiene ARN), una fase organica (contiene proteinas desnaturalizadas) y una interfase de ADN.
Después de la separacion de las fases por centrifugacion, a la fase acuosa se le adiciona igual volumen de
isopropanol para lograr una buena precipitacion del ARN total, ademés se recomienda incubar a —20 °C hasta
18 horas para lograr un mayor rendimiento del precipitado. Los lavados con etanol y acetona garantizan la
eliminacion del isopropanol de la muestra y asi se evita la inhibicién de la Taq polimerasa por la accion de
solventes organicos (Doyle, 1996). Las RNasas se encuentran de forma natural en células y tejidos, en la
grasa de los dedos y en las bacterias y hongos ambientales presentes en el polvo y el aire. Por tanto, el ARN
extraido debe resuspenderse en agua libre de RNasas que ademas contenga un inhibidor proteico de dichas
nucleasas (Pasloske et al., 1998; Pasloske y Wu, 1998).

1.6.2.6.2. Métodos de amplificacién del ADN complementario

1.6.2.6.2.1. Reverso transcripcion y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

En los ensayos cualitativos para la determinacion del ARN del VHC se utiliza una RT-PCR y si es necesario se
incluye un segundo PCR o PCR anidada, para aumentar la sensibilidad y especificidad del ensayo (Mauss et
al., 2012). En los ensayos cuantitativos se emplea la RT-PCR competitiva donde se produce una competencia
entre dos estandares (estandar de cuantificacion del ARN blanco y un estandar interno) durante la RT y la
amplificacion. El estandar interno (EI) es un ARN heterologo donde solo sus secuencias externas son
complementarias a los cebadores del ensayo, los cuales son comunes también a la secuencia de ARN blanco
contenida en las muestras y en el estandar de cuantificacion, por tanto, durante la amplificacion se produce
una competencia con el El. La relacion obtenida de la sefial del estandar de cuantificacion y de la sefial del El
permite construir una curva de cuantificacion de relacion de sefial vs concentracion del blanco, en ella se
interpola la relacion de la sefal de la muestra/El, lo que permite obtener la concentracion de las muestras
evaluadas. El estandar interno también se utiliza en los ensayos cualitativos como control interno, lo cual
permite evaluar la eficiencia de recuperacion del ARN durante su extraccion, permite disminuir la variabilidad
tubo a tubo durante la deteccion asi como detectar inhibidores enddgenos de la RT-PCR (Kleiboeker, 2003) y

RNasas en la muestra de partida (Muller et al., 2004; Liegler y Grant, 2006).
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1.6.2.6.3.  Estandaresy controles en los ensayos que cuantifican el ARN del VHC

Las técnicas de determinacién de CV pueden poseer estandar de cuantificacion con El (absolutos) o con
estandar externo (relativos). En el primer caso se garantiza una menor variabilidad tubo a tubo, ya que el El'y
el estandar de cuantificacion sufren las mismas variaciones y se compensan mutuamente (Davis, 2002). Un
método de cuantificacion exacto requiere que la variabilidad de cada paso sea estrictamente controlada, para
ello, se le adiciona a la muestra un El justamente antes del aislamiento del ARN viral (Mulder et al., 1994). Un
procedimiento mas burdo consiste en adicionar el estandar al ARN de interés después que este ha sido
purificado (Piatak et al., 1993), pero ello no permite evaluar la calidad del proceso de extraccion del ARN viral.
Ademas los ensayos cuantitativos para VHC tendran controles positivos para indicar que el ensayo se
desarrolla segun sus especificaciones (Pasloske et al., 1998).

El estandar ideal debe ser homogéneo y estable en plasma, debe contener una secuencia de ARN conocida,
no ha de implicar riesgos de infeccion para los analistas del laboratorio y debe ser aplicable en distintos
ensayos para permitir la evaluacién y comparacion de los mismos (WalkerPeach et al., 1999). El estandar
cuantitativo y el control positivo pueden obtenerse a partir del virus atenuado o inactivo (Pasloske et al., 1998),
pero el VHC derivado de plasma es potencialmente infeccioso, genéticamente diverso y con tendencia a variar
de lote a lote (WalkerPeach et al., 1999). También pueden producirse por sintesis quimica (Zimmermann et
al., 2002) o por via enzimtica mediante la transcripcion in vitro de un molde de ADN en ARN (Roth et al.,
1996; Pasloske et al., 1998; Kleiboeker, 2003).

El estandar de ARN transcrito in vitro debera contener la RNC 5’ y la regién codificante para el Core, por ser
las méas conservadas dentro del genoma viral (Tsukiyama et al., 1993; Furione et al., 1999; Baylis et al., 2005).
El transcripto deberd ser caracterizado y cuantificado mediante medicion de la absorbancia a 260 nm. Por otra
parte, ademas de compartir los sitios de unién a los cebadores, el EI deberé tener igual contenido de GC, pero
menor longitud que el ARN de interés para una eficiencia de extraccion y amplificacion idénticas, pero debera
incluir un sitio distinto de union a la sonda para su deteccion diferencial (Kleiboeker, 2003; Beld et al., 2004).
La compafiia Bayer emplea rutinariamente un estandar de esa naturaleza como referencia para evaluar otros

controles y para realizar la validacion de los lotes de estuche. Dicho estandar se ha cuantificado con varios
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ensayos comerciales y se ha obtenido una concordancia entre los mismos dentro de las 0,5 logio Ul/mL,
exactitud aceptada para los ensayos de amplificacion de acidos nucleicos (Baylis et al., 2005).

Los controles y estandares de ARN sintético o viral son muy sensibles a la degradacion por RNasas, por lo
que los reactivos, puntas y tubos utilizados estaran absolutamente libres de dichas nucleasas. Ademas,
después de su sintesis o aislamiento, el ARN debe ser conservado en un medio que minimice la hidrolisis
quimica de los enlaces fosfatos por lo que se evitaran los valores altos de pH, las temperaturas elevadas y los
cationes divalentes como Mg2* y Mn2+. No obstante existe el riesgo de que un lote de ARN libre de RNasas se
contamine cada vez que se abra el frasco que lo contiene (Pasloske et al., 1998).

1.6.2.6.3.1. Estandares obtenidos por transcripcion in vitro

En 1984, Melton y colaboradores presentaron un método simple y eficiente para producir ARN de simple
cadena: la transcripcion in vitro, procedimiento basado en la sintesis especifica de ARN de varios kb por la
ARN polimerasa del bacteriéfago SP6 de Salmonella typhimurium. La enzima inicia la transcripcién en el
promotor SP6, que puede estar clonado en un vector antes del sitio de clonaje multiple. Esta técnica,
igualmente valida con los promotores T3 o T7 de los bacteriéfagos T3 y T7 de Escherichia coli, se ha
generalizado por la disponibilidad de vectores de ADN plasmidico construidos con sitios de clonaje multiple
flanqueados por dos o tres promotores en tandem (Melton et al., 1984).

Con este método se han producido estdndares para uso en ensayos de diagnostico; por ejemplo, el Amplicor
HCV Monitor® Test, v 2.0 (Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA, EE.UU.) emplea un EI de 351 nt que se
introduce dentro de cada muestra y se somete a todos los pasos del ensayo junto con el ARN del VHC
(Instructivo de estuche Amplicor HCV Monitor Test, v 2.0, 2004).

1.6.2.6.4.  Hibridacion de acidos nucleicos en fase solida

La hibridacion es la union covalente de dos cadenas de acidos nucleicos por complementariedad de las bases
nitrogenadas, estas se unen entre si por puentes de hidrogeno. Las condiciones varian segun la naturaleza de
la cadena nucleotidica a detectar (ARN o ADN), de la sonda (polinucledtidos vs oligonucledtidos; marcaje
radioactivo, enzimatico o fluorimétrico; sondas de ARN o ADN; sondas de doble cadena vs cadena simple) y

de la fase sdlida (Tijssen, 1993).
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La hibridacion de los ADN bicatenarios amplificados se realiza mediante sondas oligonucleotidicas
especificas. Los amplicones se unen a los pocillos mediante hibridacién con las sondas y su deteccion puede
ser colorimétrica o fluorimétrica de acuerdo al producto de la reaccion enzima-sustrato y al equipo disponible
para realizar la lectura (Doyle, 1996). La hibridacion en fase sélida se ha usado ampliamente en los ensayos
comerciales para la deteccion y determinacion de ARN del VHC (Chevaliez y Pawlotsky, 2006).

1.6.3. Tecnologia SUMA

El hecho de que en Cuba se desarrollara la tecnologia SUMA (Sistema Ultra Micro Analitico) en la década de
los “80 del siglo pasado (Fernandez-Yero, 2009), posibilita el estudio masivo de diversas patologias con una
tecnologia propia, caracterizada por el empleo de minimos volimenes de reactivos y muestras (5-35 pL), un
bajo costo de ejecucion y determinado grado de automatizacion, caracteristicas que la hacen particularmente
adecuada para los programas de prevencion en salud. Las técnicas de ultramicroELISA (UMELISA), basadas
en el SUMA, constituyen el soporte de importantes programas de salud en el pais (TecnoSUMA, 2013).

Dentro de los objetivos de trabajo del CIE esta el desarrollo de pruebas econoémicas, confiables y escalables a
niveles productivos para la pesquisa y confirmacion del VHC en muestras humanas, las que, de acuerdo con
las normas de las Buenas Practicas de Fabricacion de Diagnosticadores (CECMED-Regulacion No. 47, 2007),
soportan los programas nacionales de certificacion de sangre y vigilancia epidemioldgica de esta enfermedad.

1.7. Validacién de los ensayos de amplificacion de acidos nucleicos

La evaluacion de las caracteristicas analiticas de los ensayos NAT esta descrita en las guias y normativas
para la industria farmacéutica y biotecnolégica como son las Buenas Practicas de Fabricacion (BPF)
adoptadas por las agencias reguladoras: Administracion de Drogas y Alimentos, FDA (Food and Drug
Administration, siglas del inglés) y Agencia Europea de Medicamentos, EMEA (European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products, siglas del inglés) (Quintana y Apezteguia, 2010). En Cuba el CECMED
establece la Regulacion No. 47 del 2007: Requisitos para la evaluacion del desempefio de los
diagnosticadores.

1.7.1. Desempefio de los ensayos cualitativos (Regulacion no. 47, CECMED, 2007)

Los parametros a evaluar son: especificidad clinica, analitica (reactividad cruzada y estudio de genotipos),

limite de deteccion o sensibilidad, robustez y evaluacion contra un estuche comercial.
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Especificidad clinica: La especificidad de un ensayo NAT es su capacidad de determinar inequivocamente la
presencia de una secuencia especifica de ADN o ARN dentro de una gran variedad de otras secuencias y
depende en primera instancia de la seleccion de los cebadores y sondas para la deteccion del producto
amplificado y, finalmente, de la rigidez de las condiciones de los procesos de amplificacion y deteccion.
También se define como la proporcién de muestras negativas (no reactivas) correctamente identificadas por la
prueba empleada.

Especificidad analitica: Es la demostracion de que organismos no dianas (organismos estrechamente
relacionados, otros patdgenos y comensales) no tienen interacciones homdlogas en el ensayo 0 no existe
reactividad cruzada. Para ello se incluira una concentracion de estos organismos semejante a la densidad de
los mismos en muestras clinicamente relevantes. Por otra parte, se deberdn demostrar las variantes
microbiologicas que es capaz de detectar el diagnosticador, como las diferentes variantes genotipicas y
fenotipicas de un organismo en las diferentes matrices indicadas para el ensayo. Se recomienda evaluar dos
concentraciones de estas variantes, una cercana al valor del LD y otra en un valor clinicamente relevante.
Limite de deteccion (LD) o sensibilidad analitica: El LD del ensayo es la menor cantidad de Ul/mL de ARN
que puede ser detectada el 95 % de las veces que hayan sido ensayadas. Es recomendable que se estime el
LD mediante el uso de preparaciones cuantificadas por metodos de referencia, por ejemplo, diluciones de los
Estandares Internacionales de la OMS en Ul/mL y también se consideraran los diferentes materiales
hioldgicos donde se pueda realizar la determinacion.

Robustez: La robustez de un ensayo es la medida de su capacidad de no ver afectados sus resultados por
pequefas variaciones deliberadas en sus condiciones de ejecucion por lo que ofrece una medida de su
confiabilidad para el uso rutinario.

Evaluacion del desempefio del diagnosticador en comparacion con un estuche comercial: Para evaluar
el desempefio de un diagnosticador se selecciona un estuche “Estandar de Oro” comercial y se evallan
muestras en paralelo en ambos ensayos, asi como controles y paneles comerciales. Para evaluar su correcta
correlacion se debe calcular el indice de correlacion (R) y el coeficiente de determinacion (R2), asi como los

parametros de la recta de correlacion (intercepto y pendiente).
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1.7.2. Desempefio de los ensayos cuantitativos (Regulacion No. 47, CECMED, 2007)

Al igual que para los ensayos cualitativos se deben evaluar los pardmetros de especificidad clinica,
especificidad analitica (reactividad cruzada y estudio de genotipos), robustez y evaluacion contra un estuche
comercial. A estos se le suman otros especificos como:

Linealidad: Este parametro permite verificar el rango analitico del diagnosticador. Para su determinacion se
emplea un material de referencia internacional.

Limite de deteccion: Se ensayara el reactivo blanco o, en caso que sea apropiado, un numero de muestras
libres del analito en cuestion. Esto se realizard como minimo entre 20-25 veces en una misma corrida para
calcular la media y la desviacion estandar (DE). Se estima el LD como la media mas dos veces la DE
calculada.

Precision: Se ensayaran al menos tres muestras con concentraciones en el rango analitico y una de ellas con
un valor cercano al limite de decisién médica. Para cada muestra se debe calcular la DE y el coeficiente de
variacion (CVar) dentro de la corrida y entre corridas, con al menos tres corridas. Generalmente se acepta un
valor menor o igual al 10 % en la corrida y menor o igual al 20 % entre corridas.

Pruebas de concordancia: Los resultados se analizaran graficamente y mediante la regresion lineal se
determinaran la inclinacion, el intercepto, el coeficiente de correlacion y otras variables estadisticas que sean

apropiadas tales como el error estandar estimado y los intervalos de confianza.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

2.1.1. Controles y materiales de referencia

-Control Negativo (CN): Mezcla de sueros humanos procedentes de la Planta de Sueros y Hemoderivados
(La Habana, Cuba), los cuales son negativos a los anticuerpos anti-VHC por el ensayo UMELISA HCV (CIE,
Cuba) y el Sistema de Sanofi Pasteur, Ortho y Deciscan (Francia) y negativos a los ensayos UMELISA HBsAg
y UMELISA HIV1+2 recombinant, ambos del CIE (La Habana, Cuba).

-Control Positivo (CP): Mezcla de plasmas procedentes de la Planta de Sueros y Hemoderivados (La
Habana, Cuba), los cuales son positivos a anti-VHC por UMELISA HCV (CIE, Cuba) y el Sistema de Sanofi
Pasteur, Ortho y Deciscan (Francia) y al ARN del VHC por el ensayo AMPLICOR® Hepatitis C Virus Test
v 2.0. La CV de 5 000 Ul/mL fue determinada con el Amplicor HCV Monitor, v 2.0.

-Control de Corrida (RC) 96/586: Control del ARN del VHC, genotipo 3, se prepard segun el instructivo del
NIBSC (National Institute of Blood Standards and Controls, siglas del inglés), 2002.

-Control de Calidad (CC): Mezcla de plasmas obtenidos en el Banco de Sangre de Marianao (BSM) (La
Habana, Cuba), positivos a anti-VHC por el Sistema de Sanofi Pasteur, Ortho y Deciscan (Francia) y al ARN
del VHC por UMELOSA® HCV CUALITATIVO (CIE, Cuba). La CV de 12 000 Ul/mL (intervalo de confianza
(IC): 3715a 38000 Ul/mL, equivalente a + 0,5Logio) se determind por Amplicor HCV Monitor v 2.0
(Alemania).

-Primera, Segunda y Tercera preparacion del Estdndar Internacional (IS) ARN del VHC de la OMS: WHO
96/790, WHO 96/798 y WHO 06/100 (genotipo 1 del VHC) se reconstituyeron en agua libre de RNasas para
una concentracion de 100 000 Ul/mL.

-Estandares de referencia secundarios (ERS): Los estandares CP52 y CP1107 se prepararon con mezclas
de plasmas obtenidos en el BSM (Cuba), positivos a anti-VHC por el Sistema de Sanofi Pasteur, Ortho y
Deciscan (Francia) y al ARN del VHC por UMELOSA® HCV CUALITATIVO (CIE, Cuba). Las CV se
determinaron por Amplicor HCV Monitor (Alemania): 1,29 x 105 Ul/mL y 2,67 x 108 Ul/mL, respectivamente.
-Estandar de Cuantificacion del VHC: Para la preparacion de la curva del estandar de cuantificacion del

VHC se utilizd el transcripto TVHC 0309-1 (1,42x10% Ul/mL de ARN del VHC), del cual se prepararon dos
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series de diluciones en tampon de lisis (TL), hasta obtener concentraciones tedricas aproximadas de 1000,
10 000 y 200 000 Ul/mL, las que se evaluaron frente al IS 06/100, diluido a 1000, 10 000 y 100 000 UI/mL. Se
prepararon dos lotes de curva estandar de cuantificacion de VHC (Tabla 2.1), se prepararon cuatro réplicas de
cada punto de la curva, alicuotadas en 1 mL y se conservaron de 2 a 8 °C.

Tabla 2.1. Concentracién de los puntos C1, C2 y C3 del Estandar de cuantificacion del VHC evaluados
frente al IS 06/100 del ensayo UMELOSA® VHC CUANTITATIVO

Estandgr_ VHP, de Lote 1 Lote 2
Cuantificacion
C1 1,44 x 103 Ul/mL 1,14 x 103 Ul/mL
C2 1,12 x 104 Ul/mL 1,20 x 104 Ul/mL
C3 2,81 x 105 Ul/mL 2,25 x 105 Ul/mL

-Estandar Interno (El): Para la preparacion del estandar interno se utilizd el transcripto TEI-0309 de
concentracion 72 ug/uL, del cual se prepararon tres diluciones en TL (1:4x106, 1:4x107y 1:4x108), de 50 mL de
cada una, para poder determinar la dilucion dptima de competencia del ensayo. Las diluciones se conservaron
de2a8°C.

-Panel de sensibilidad Pelicheck HCV-RNA (No0.S2004, CLB: Laboratorio Central del Servicio de
Transfusiones de Sangre de la Cruz Roja de Holanda): Contiene sueros con los genotipos 1y 3.

-Panel de Genotipado 02/202 (HCV Genotype Panel del NIBSC): Contiene sueros con los seis genotipos del
VHC a una concentracion cada uno de 1 000 Ul/mL.

Todos los controles y estandares se conservaron a 1 mL, en -70 °C, si no se especifica otra temperatura.
2.1.2. Muestras

Para la evaluacion de los ensayos UMELOSA HCV CUALITATIVO y UMELOSA VHC CUANTITATIVO se
obtuvieron muestras de suero y plasma humanos colectadas por puncion intravenosa, se prepararon en
alicuotas de 1 mL y se conservaron a -20°C. La seropositividad al anti-VHC se determind mediante el
UMELISA HCV (CIE, Cuba) y la positividad al ARN del VHC mediante el UMELOSA HCV CUALITATIVO (CIE,
Cuba). Las muestras incluidas en el estudio de genotipo se caracterizaron mediante los ensayos Linear Array
hepatitis C virus genotyping test, COBAS AMPLICOR HCV Test v 2.0 y COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan

HCV test de Roche Diagnostics (Alemania). El desglose de las muestras se presenta en la Tabla 2.2.
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Para estudiar la especificidad analitica de los ensayos cualitativo y cuantitativo se dispuso de 38 muestras

procedentes del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK), negativas al anti-VHC por UMELISA HCV

(CIE, Cuba) y positivas confirmadas a los patégenos: VHA (7), VHB (7), VIH 1/2 (8), VLTH | (2), dengue (5),

Trypanosoma cruzi (5), fiebre amarilla (cepa viral de referencia en cultivos celulares 17D) (1) y encefalitis de

San Luis (cepa viral en cultivos celulares) (1) y a la hepatitis autoinmune (2). Dos muestras fueron cultivos

celulares (fiebre amarilla y encefalitis de San Luis) y el resto sueros.

Tabla 2.2. Caracteristicas de las muestras utilizadas en las pruebas de validacion de los ensayos UMELOSAS

Tipo de muestras

Tipo de muestras

" . Lugar de Prueba de -
Ensayos seropositivas al seronegativas al Procedencia validacion Acépite
VHC(¥) VHC(¥)
Cualitativo PIasmas': e B, L Bl Especificidad clinica | 2.2.9.1
Sueros: 50 Cuba
— Plasmas: 28 Plasmas: 93 BSM, La Habana, .
Cualitativo Sueros: 28 Sueros: 95 Cuba Tipo de muestra 2.29.1
Sueros: Gastroenterologia del
Cualitativo | 11 (10000 Ul/mL)y Sueros: 11 CIMEQ, La Habana, Robustez 2.2.95
8 (5000 Ul/mL) Cuba
Plasmas: 26 (BSM) L
o } IGE y BSM, La Comparacion vs
Cualitativo | Sueros: 56 (45 IGE - R UMELISA HCV 2.2.9.6
y 11 BSM)
Cualitativo Sueros: 53 Sueros: 12 Jeiz, LA nEloetif) SO g
Cuba ensayo comercial
Cuantitativo Plasma§: 22 BSM, La Habana, Especificidad clinica | 2.2.9.1
Sueros: 22 Cuba
Sueros: 12 . .
I . Panel de Genotipado Sensibilidad
Cuantitativo | (2 cada genotipo - 021202 del NIBSC genotipica 2293
del 1 al 6)
Sueros: 35 (24 _ Especificidad y
LISIDA, Mayabeque; , e
Cuantitativo CIGB y 11 FlSIDA) - CIGB, La Habana, exactitud geﬂ," tipica 2.2.9.3
[genotipos: 1(21), Cuba Comparacion vs
2(6), 3(5) y 6(3)] ensayo comercial
Cuantitativo Sueros: 9 BSM, I&E;bana, Robustez 2.2.95
Cuantitativo Sueros: 51 IGE, La Habana, Comparacion vS 2.2.9.10
Cuba ensayo comercial

Leyenda: BSM, Banco de Sangre de Marianao; CIMEQ, Centro de Investigaciones Médico Quirlrgicas, IGE, Instituto de
Gastroenterologia; LISIDA, Laboratorio de Investigaciones del SIDA; CIGB, Centro de Ingenieria Genética y

Biotecnologia. (*) Todas las muestras se conservaron a -20 °C en alicuotas del mL.

2.1.3. Equipos
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En este trabajo se utilizd el siguiente equipamiento: agitador magnético con calentamiento 0-100 °C (IKAMAG,
Alemania); agitador orbital (Maxi Mix Il, Thermolyne, EE.UU.); centrifuga refrigerada 5734R y termociclador
con gradiente AG 22331 (Eppendorf, Alemania); incubadora de 37 °C (Retomed - Sakura, Cuba-Japon);
pHmetro/ conductimetro 86505 (MRC, China); transiluminador de luz U.V. (Spectroline®, EE.UU.); fuente de
electroforesis (LKB, Alemania); lector de placas PR-621 y lavador automatico MW 2001 (SUMA, Cuba).

2.1.4. Disefioy sintesis de oligonucleotidos cebadores

Para amplificar el genoma del VHC mediante el UMELOSA HCV CUALITATIVO se emplearon tres cebadores
comerciales (Okamoto et al., 1990) de GENSET (Paris, Francia) y un cebador nuevo (VHC 12n). Para el
ensayo UMELOSA VHC CUANTITATIVO se disefiaron los cebadores Q1 y Q2, el uso de estas secuencias
para el diagndstico, no estaban descritas en la bibliografia consultada y fueron motivos de la Patente 23530,
otorgada por la OCPI en el 2010 (ANEXO 10). Los tres nuevos cebadores se disefiaron en el Laboratorio de
Biologia Molecular del CIE y se evaluaron por el programa de analisis de oligonucleétidos OLIGO v.5.0
(Molecular Biology Insights Inc., Cascade, EE.UU). Se sintetizaron segun el método de Beaucage y Caruthers
de 1981, por el Grupo de Sintesis de Oligonuclettidos de Quimica-Fisica del CIGB y se purificaron por HPLC
segun Arghavani y Romano en 1995.

2.1.5. Sondas de captura disefiadas para la hibridacion por el SUMA

Para la hibridacion en el SUMA del ensayo cualitativo, se disefiaron en el CIE, cuatro sondas de captura del
producto amplificado:

a) Q3 y Q3-NHy: directas, 24 nt, RNC 5’ del VHC 83-107, con y sin un grupo amino en el extremo 5: 5" (NH.-)
CCA TGG CGT TAG TAT GAG TGT CGT 3

b) Q4 y Q4-NH2: inversas 22 nt, RNC 5’ del VHC 154-133, con y sin un grupo amino en el extremo 5': 5" (NH.-)
CCG CAGACCACTATGGCTCTCCJ

Para la hibridacion en el SUMA del ensayo cuantitativo, se disefiaron en el CIE, dos sondas de captura del
producto amplificado:

a) Q5-NH2: de captura especifica al VHC, directa, 30 nt, RNC 5’ del VHC, con grupo amino en el extremo 5": 5’
NH>-TCG TGC AGC CTC CAG GAC CCC CCCTCCCGG 3
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b) S1-NH,: de captura de secuencia heterdloga al VHC para detectar el El, directo, 25 nt, aminado en 5" 5’
NH>-TAG TTG AAT TGA AAG TGC CCG ACAT 3.

Todas las sondas de ambos ensayos se disefiaron y evaluaron mediante el programa de analisis de
oligonucledtidos OLIGO v.5.0 (Molecular Biology Insights Inc., Cascade, EE.UU). Las mismas se sintetizaron
por el Grupo de Sintesis de Oligonuclettidos de Quimica-Fisica del CIGB, segin el método de Beaucage y
Caruthers, 1981 y se purificaron por HPLC segun Arghavani y Romano, 1995.

2.1.6. Plasmidos para la Transcripcion in vitro de ARN con secuencia de VHC y del El

Para la sintesis del ARN del VHC por transcripcion in vitro (TinV) se utilizé el plasmido pCOE1 que contiene la
secuencia de las regiones 5" NC, capsida y E1 del VHC genotipo 1b de un aislamiento viral cubano (Morales et
al., 2000), que es amplificable por los cebadores Q1 y Q2. La sintesis del ARN del EI por TinV utilizé el
plasmido pSIA que contiene un fragmento codificante para la proteina p64K de Neisseria meningitidis (Duarte
et al., 1998), que forma la secuencia interna del El, flanqueada por zonas que hibridan con los iniciadores Q1 y
Q2. El Departamento de Hepatitis C del CIGB suministré ambos plasmidos.

2.2. Métodos generales

2.2.1.  Procedimientos para la toma de suero o plasma humano

Para obtener suero o plasma humano se realizo puncion intravenosa para extraer 3,5 mL de sangre total: se
mezclaron bien 1,5 mL de sangre con 150 uL de anticoagulante CPDA-1 (solucion a pH 5,7 de fosfato de
sodio monobasico monohidratado 0,14 g, dextrosa anhidra 1,83 g, citrato de sodio dihidrato 1,66 g, adenina
0,0173 g y acido citrico monohidratado 0,206 g) y se centrifugé a 2500 g por 5 minutos (min), de donde se
obtuvo el plasma. Otros 2 mL de sangre se incubaron a 37 °C durante 30 min, luego se centrifugd a 2500 g
por 5 min y el sobrenadante obtenido fue el suero. Se prepararon alicuotas de 330 L de cada muestra y se
conservaron a -20 °C. Este procedimiento se realizd segin lo normado en el Manual de procedimientos de
control de calidad para los laboratorios de serologia de los Bancos de Sangre, Organizacion Panamericana de
la Salud, EE.UU. (Cura y Wendel, 1994).

2.2.2.  Ensayo diagndstico UMELISA® HCV (31 generacion)

El UMELISA® HCV se utilizé para la deteccion de anticuerpos contra el VHC en todas las muestras de suero y
plasma colectadas (utiliza solo 5 uL). Consiste en un ensayo inmunoenzimatico indirecto donde la fase sélida
es una placa de ultramicroELISA recubierta con péptidos sintéticos correspondientes a las regiones Core, NS4

y NS5, y una proteina recombinante de la region NS3 del VHC. Los anticuerpos especificos contenidos en las
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muestras seropositivas se fijan a los antigenos del recubrimiento. Se lava la placa para eliminar los
componentes no fijados y se afiade un conjugado Anti-lgG Humana/Fosfatasa Alcalina (FA) que se une al
complejo formado previamente sobre la fase solida, en caso de una reaccion positiva. Se elimina el conjugado
en exceso mediante un lavado y, por Ultimo, se afiade el sustrato fluorogénico 4-Metilumbeliferil fosfato, que
se hidroliza por la accion de la FA. La intensidad de la fluorescencia emitida es directamente proporcional a la
cantidad de anticuerpos contra el VHC en la muestra. Una muestra se considera Positiva: Si (Fi-BB) / (P-
BB) > 0,300, donde: Fi = Fluorescencia de la muestra; BB: Valor promedio del Blanco; P: Fluorescencia media
del Control Positivo del ensayo. La sensibilidad para suero y plasma es del 100 % y la especifidad es de
99,5 % (Instructivo del ensayo UMELISA® HCV, 2011, TecnoSUMA, Cuba).

2.2.3.  Ensayos de referencia “Estandar de Oro”

Los ensayos AMPLICOR® Hepatitis C Virus Test v 2.0 (cualitativo para 96 pruebas) y AMPLICOR HCV
MONITOR® Test v 2.0 (cuantitativo para 24 pruebas), ambos de Roche Diagnostics GMBH (Alemania), fueron
la referencia en los estudios de concordancia con los ensayos respectivos. En la prueba cualitativa el ARN del
VHC se aisla de suero o plasma mediante lisis de los viriones con un agente caotropico. Un ARN de control
interno del VHC se afiade a cada muestra mediante la solucion de lisis para servir como control de extraccion
y de amplificacion. Los ARN del VHC y del control interno se someten a RT-PCR, los productos amplificados
resultantes estan marcados con biotina, se hibridan a placas recubiertas con sondas especificas para el VHC
y el control interno, respectivamente. Luego se afiade un conjugado avidina-peroxidasa que se une a los
productos amplificados; seguidamente se adiciona un sustrato que, por la accion de la enzima, forma un
complejo coloreado. Por Ultimo, se lee la absorbancia a 450 nm (Instructivo del ensayo AMPLICOR® HCV
Test, v 2.0, Roche MS Inc., 2001).

En el ensayo cuantitativo el procedimiento es muy similar, solo que en la solucion de lisis se afiade una
cantidad conocida de moléculas de ARN del estandar de determinacion cuantitativa del VHC. La relacion entre
la sefial obtenida para el ARN del VHC y la sefial obtenida para el estandar determinara la cantidad de ARN
del VHC presente en la muestra en Ul/mL (Instructivo del ensayo AMPLICOR HCV MONITOR® Test, v 2.0,
Roche MS Inc., 2004).

2.2.4.  Electroforesis en gel de agarosa
Método de separacion de moléculas de ADN en geles de agarosa (Tipo | de baja electroendosmosis,
Promega, EE.UU.) disuelta al 2 % (p/v) en una solucion de Tris-Borato 40 mmol/L, EDTA 1 mmol/L y bromuro

de etidio a 0,5 mg/mL (TBE). Antes de ser aplicadas en el gel las muestras se mezclaron en proporcion 4:1
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(v/v) con el colorante de carga Naranja G (Merck, Alemania); la corrida electroforética se realizo a 120 volts
durante 30-45 min. Para la deteccion de la banda de interés, se aplicé el patron de peso molecular Marcador
de ADN pGEM (676 pb, 517 ph, 460 pb, 396 pb, 350 pb, 222 pb, 179 pb, 126 pb y 75 pb) (Promega, EE.UU.).
Las bandas de ADN se visualizaron en un transiluminador de luz UV (Sambrook y Russel, 2001). Este
procedimiento se utilizd como referencia para la deteccion de los amplicones del VHC en el ensayo cualitativo.
Este procedimiento también sirvio para la extraccion de bandas de ADN durante la obtencion de los
transcriptos. Se corrieron los fragmentos de ADN (productos de PCR) en un gel de agarosa de bajo punto de
fusion (Promega, EE.UU.) disuelta al 2 % (p/v) en TBE. Antes de ser aplicadas en el gel, las muestras se
mezclaron en proporcion 5:1 (v/v) con el colorante de carga Naranja G (Merck, Alemania); la corrida
electroforética se realiz6 a 80 volts durante una hora, en la oscuridad. Terminada la corrida, se observo el gel
en un transiluminador de luz UV, se selecciond la banda de interés y se cortd la zona del gel que la contenia
(Sambrook y Russel, 2001). Se extrajo el fragmento de ADN del gel mediante el estuche comercial Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up Systems (Instructivo del estuche Wizard SV Gel and PCR Clean-up System, Promega,
EE.UU., 2004).

2.2.5.  Métodos de extraccion del ARN del VHC a partir de suero y plasma humano

Para el ensayo cualitativo de deteccion del ARN del VHC, se evaludé un Método de Extraccion de Referencia
(MER) (Chomczynski, 1993) y un nuevo Método de Extraccion Optimizado (MEO) en este trabajo, ambos
descritos en la figura 2.1.

MER: 300 pL de suero o plasma humano se mezclaron con 900 WL de solucion desnaturalizante (tiocianato de
guanidinio 4 mol/L, citrato de sodio 25 mmol/L, 2-mercaptoetanol 100 mmol/L y sarcosil 0,5 %). Luego se les
afiadié acetato de sodio 2 mol/L, fenol y cloroformo: alcohol isoamilico (relacién v/v 49:1). Se centrifugd a
12 000 g por 20 min a 4 °C, luego se extrajo la fase acuosa a la cual se le afiadieron 700 uL de isopropanol
para precipitar el ARN. Se procedi6 a centrifugar a 12 000 g por 15 min a 4 °C y a eliminar el sobrenadante. El
ARN se resuspendio en 700 uL de etanol al 75 % y se centrifugd a 12 000 g por 10 min a 4 °C. Se elimino el
sobrenadante y se repitié el lavado. Finalmente, el precipitado se secd al vacio y se resuspendi6 en 50 L de
agua libre de RNasas (Figura 2.1.A).

MEO: 150 uL de suero/plasma se mezclaron con 500 uL de TL (ademas de tampon de lisis es una solucion
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estabilizadora de &cidos nucleicos que contiene: tiocianato de amonio 0,2-2 mol/L; tiocianato de guanidina 0,2-
2 mol/L; fenol 30-60 %; glicerol 5-10 %; acetato de sodio 0,1-0,8 mol/L pH 4-11 y un ARN heter6logo (ARNh)
de 0,01-1 mg/mL, Patente OCPI: No0.23588, 2010). Luego se les afiadid cloroformo y se centrifugd a 12 000 g
por 15 min a TA. Se extrajo la fase acuosa a la cual se le afiadieron 500 UL de isopropanol para precipitar el
ARN. Se procedio a centrifugar a 12 000 g y a eliminar el sobrenadante. EI ARN se resuspendio en 500 pL de
etanol al 75 % y se centrifugd a 12 000 g por 5 min a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y se repitié el mismo
lavado pero con acetona. Finalmente, el precipitado se seco por 15 min a TA y se resuspendié en 20 uL de
agua libre de RNasas (Figura 2.1.B).

Para comparar ambos métodos de extraccion se utilizaron: tres controles negativos (CN) y el ERS CP52 a 50,
100, 500, 1000 y 5000 Ul/mL. Luego se sometid el ARN al método de amplificacion optimizado (MAO,
descrito en el acapite 2.2.6.1) y los resultados se visualizaron en un gel de agarosa al 2 % (acapite 2.2.4).
Para el ensayo cuantitativo de determinacion de la carga viral del ARN del VHC, se utilizé el MEO, con la
variante que el estandar interno esta incluido dentro del TL, a una dilucién adecuada de competencia con el
VHC, de forma tal que se favorezca la deteccion fluorescente del VHC sobre el El, este procedimiento se
explica en el acapite 2.2.6.3.3.

2.2.6.  Métodos de amplificacion

2.2.6.1. Métodos de amplificacion del ensayo cualitativo: RT-PCR y PCR anidada

Método de Amplificacion de Referencia (MAR): Se utilizaron las parejas de cebadores comerciales
HCVO1V/I-HCVO1V/Il en la RT-PCR y HCV01V/33-CV01V/48-Biotinilado en la PCR anidada (PCR2). Se
empled el método de amplificacion utilizado por Okamoto y colaboradores en 1990. Las enzimas RT AMV y
Taq Polimerasa, el MgCl, y el tampdn de reaccion 10X (Tris 10 mmol/L, KCI 50 mmol/L, pH 8,3) procedieron
de Boehringer Mannheim GmbH, Alemania (Tabla 2.3). Volumen de ARN molde para RT-PCR: 20 pL;

volumen de ADNc para PCR2: 50 pL; volumen final de reaccion: 100 uL.
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Tabla 2.3. Condiciones de la RT-PCR y PCR2 del MAR y MAO (concentracion final de cada reactivo en la mezcla)

Cebador/ Cebador , RT-PCRO | ccenad) | cragpol) | CRT | c(rNasin | cnTp) | cMgCl)
lor | método | PCR2 (°C) AMV)
Ensayo sec. (5’-3") 40 ciclos umol/L UluL Uil UluL mmol/L | (mmol/L)

HCVO1V/I* | 5'ACT CCA
| RT-PCR | CCATGAATC l\l\//llﬁlg/ 225//%55//%%//7722/ 1,5/0,5 | 2,5/0,035 | 0,5/0,1 | -/0,3 |0,5/0,25] 1,5/2,5
(directo) ACTCCC 3

HCVO1V/II* | 5" AAC ACT
IRT-PCR | ACT CGG CTA | MAR | 42/95/50/72 15 2,5 0,5 0,5 15
(inverso) GCAGT 3

VHC 12n** | 5°ACC CAA
IRT-PCR | CACTAC TCG | MAO | 45/95/50/72 0,5 0,035 0,1 0,3 0,25 2,5
(inverso) GCTAG 3

HCVO1V/33 | 5 TTC ACG MAR/
¥ PCR2 | CAG AAA GCG MAO 95/50/72 | 1,5/0,5 | 2,5/0,035 - 10,3/0,25| 1,5/2,5
(directo) TCTAG 3

HCV01V/48 B-GTT TAT MAR/
B* PCR2 | CCA AGA AAG MAO 95/50/72 | 1,5/05 | 2,5/0,035 -~ 10,3/0,25| 1,5/2,5
(inverso) GACCC3

Leyenda: *Cebadores comerciales GENSET (Paris, Francia); **Cebador disefiado en el Laboratorio de Biologia
Molecular del CIE; MAR: Método de amplificacion de referencia (rojo); MAO: Método de amplificacion optimizado (azul).
RT-PCR o0 PCR2 (°C): Muestra las temperaturas de desnaturalizacion/ hibridacién/ extension de la PCR para cada
cebador. C(X): concentracién de cada componente de las mezclas de RTPCR y PCR2.

Método de Amplificacion Optimizada (MAO): A partir del MAR se disefiaron nuevas condiciones donde: 1)
se variaron las concentraciones de enzimas, dNTPs y MgCl,, 2) se adiciond un inhibidor de RNasas (RNasin,
Promega, EE.UU.), 3) se redujo el volumen final de reaccion de 100 a 30 uL y de ARN molde de 20 a5 L y 4)
se sustituyo el cebador comercial HCVO1V/Il por el VHC 12n (ver Tabla 2.3).

Para comparar ambas condiciones de amplificacion, mediante el MEO se extrajo ARN de tres CN y el ERS
CP52 a las concentraciones de 100, 500 y 5000 Ul/mL (Figura 2.1.B). La amplificacion se realiz6 segun las
condiciones establecidas en la Tabla 2.3. La deteccion se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa
2 % (acapite 2.2.4). La talla esperada del producto de la PCR2 fue de 144 pb.

Al conformar los reactivos utilizados en la etapa de amplificacion del ARN del VHC en el estuche diagnostico,
se prepararon mezclas de reaccion listas para el uso, a las que solo es necesario afiadirles agua libre de
RNasas Yy las enzimas antes de utilizarlas para disminuir los riesgos de contaminacion (Aslanzadeh, 2004;

Liegler y Grant, 2006).
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2.2.6.2.  Disefio del cebador VHC 12ny evaluacion de la sensibilidad para los genotipos 1y 3
2.2.6.2.1.  Evaluacion de la sensibilidad de los cebadores comerciales de la RT-PCR

Para evaluar la sensibilidad de la RT-PCR con dos cebadores comerciales, se empled el panel de sensibilidad
Pelicheck HCV-RNA, que contiene diluciones de muestras de suero con VHC de los genotipos 1y 3, asi como
el Control de Corrida (RC) 96/586 a 7,1, 71y 710 Ul/mL de ARN del VHC de genotipo 3. Todas las muestras
se procesaron con la extraccion y la hibridacion optimizadas y la amplificacion por MAR (ver en acépites 2.2.5,
2.2.7y 2.2.6.1). Se considero positiva la muestra que tuviera un valor de fluorescencia tres veces superior a la
fluorescencia media del CN.

2.2.6.2.2. Disefio del nuevo cebador VHC 12n

Se redisefi6 la secuencia del cebador inverso HCVO1V-Il (ver Tabla 2.3) para aumentar la sensibilidad del
ensayo en la deteccion de los genotipos 1y 3. Para ello se realiz un alineamiento maltiple de secuencias
(CLUSTAL W v 1.8 (University College Dublin, Irlanda)) de la regién 5’NC del VHC (nt 250 al 289), con datos
procedentes de la Base de datos de secuencias de acidos nucleicos (EMBL Nucleotide Sequence Database,
Heidelberg, Alemania, 2000; http://www.embl-heidelberg.de) y se selecciond una zona donde existiera una
secuencia conservada para todos los genotipos evaluados. La secuencia redisefiada (cebador VHC 12n) se
evaluo con el programa de analisis de oligonucledtidos OLIGO v.5.0 (Molecular Biology Insights Inc., Cascade,
EE.UU.), para determinar si cumplia con las caracteristicas adecuadas para un cebador como: no formacion
de lazos, ni horquillas, ni heterodimeros, asi como el célculo de la temperatura de fusion (Tm, temperatura
tedrica a la que hibrida el cebador a la cadena de ARN/ADNc durante la RT-PCR).

2.2.6.2.3. Comparacion de los cebadores HCVO1V-Il y VHC 12n para los genotipos 1y 3

Para esta comparacion se empled el panel de sensibilidad Pelicheck HCV-RNA que contiene diluciones de
muestras de suero con VHC de los genotipos 1y 3, asi como el Control de Corrida (RC) 96/586 a 7,1; 71y
710 Ul/mL de ARN del VHC de genotipo 3. Todas las muestras se procesaron con la extraccion, amplificacion
e hibridacion optimizadas (ver en acapites 2.2.5, 2.2.6.1y 2.2.7). Se considerd positiva la muestra que tuviera

un valor de fluorescencia tres veces superior a la fluorescencia media del CN.
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2.2.6.3. Amplificacion del ensayo cuantitativo: RT-PCR competitiva

Se utilizaron los cebadores Q1 y Q2 en una RT-PCR competitiva entre la secuencia VHC y la secuencia del El
(Tabla 2.4). Las enzimas RT AMV, RNasin, Taq Polimerasa y el tampdn de reaccion 10X (Tris 10 mmol/L, KCI
50 mmol/L, pH 8,3) proceden de Promega, EE.UU. Volumen de ARN molde para RT-PCR: 5 yL; volumen final
de reaccion: 30 pL.

Tabla 2.4. Condiciones de la RT-PCR competitiva: concentracion final de cada reactivo en la mezcla

Cebador/
Ensayo

Cebador
sec. (5'-3")

RT-PCR (°C)
40 ciclos

C(Cebad.)
Mmol/L

C(Taq Pol)
U/uL

C(RTAMV)
U/uL

C(RNasin)
U/uL

C(dNTP)
mmol/L

C(MgCl2)
(mmollL)

Q]_**/
RT-PCRc
(directo)

5CAC TCC
CCT GTG
AGG AAC TAC

45/95/67/72

1,0

0,035

0,12

0,3

0,25

15

TGTCT 3
5'Biot-ACT
CAC CGG
TTC CGC AGA
CCACTA3
Leyenda: **Cebadores disefiados en el Laboratorio de Biologia Molecular del CIE; RT-PCR (°C): Muestra las
temperaturas de desnaturalizacion/ Hibridacién/ Extension de la PCR para cada cebador. C(X): concentracion de
cada componente de la mezcla de RTPCR.

QZ**/
RT-PCRc
(inverso)

45/95/67/72 1,0 0,035 0,12 0,3 0,25 15

2.2.6.3.1. Seleccion de la concentracion éptima de los cebadores Q1y Q2

Los cebadores Q1 y Q2 de la amplificacion se evaluaron a 0,5y 1 umol/L. A cuatro réplicas del CN y del ERS
CP1107 a 5000 Ul/mL se les realiz6 el aislamiento del ARN segun el MEO (acépite 2.2.5) con El en el TL a
una concentracion de 1,8 pg/uL (acépite 2.2.6.3.3.). Luego se amplificaron por RT-PCR competitiva (acépite
2.2.6.3) con los cebadores en las dos concentraciones antes mencionadas. Se empled una temperatura de
hibridacion de 67 °C, determinada para ambos cebadores con el programa OLIGO v.5.0 (Molecular Biology
Insights Inc., Cascade, EE.UU.). La deteccion se realiz segun acapite 2.2.8. Los resultados se analizaron
segun lo planteado en los acépites 2.2.8.3y 2.2.8.4.

2.2.6.3.2. Preparacion de los transcriptos de VHC y El

2.2.6.3.2.1. Sintesis de los ARN sintéticos de VHC y El por el método de transcripcion in vitro

Primero se clonaron los fragmentos de ADN del VHC y del El en el pGEM®-T Vector (Promega, EEUU). Para

ello se amplificaron por PCR los fragmentos flanqueados por los cebadores Q1 y Q2 de los plasmidos pCOE1
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(para VHC) y pSIA (para EI). Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion
(Promega, EE.UU.) al 2% para extraer las bandas de ADN de doble cadena (ver acapite 2.2.4), que se
clonaron en el vector pGEM-T mediante el estuche pGEM®-T Vector System (Instructivo del estuche pGEM®-T
Vector System, Promega, EE.UU. 2003), en la region colindante al promotor de la ARN polimerasa T7. Con
cada producto de ligamiento por separado, se procedio a transformar células competentes de la cepa XL-1
Blue de Escherichia coli (Stratagene, Francia) y se crecieron en medio de cultivo sélido Luria Bertani (LB) con
agar y ampicillina (50 pg/mL) a 37°C durante 14 h. Una vez seleccionadas las colonias portadoras de
plasmidos con insertos, se procedio a crecerlas en medio de cultivo liquido LB con ampicillina (50 pg/mL) a
37°C por 14 h en agitador orbital, luego los plasmidos se purificaron segun el instructivo del ensayo del
sistema Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, EE.UU., 2005). Por Ultimo, se
seleccionaron los clones que portaban el vector T, con la banda de interés, en la orientacién deseada. Para
ello se realizaron reacciones de PCR con dos parejas de iniciadores y se sometieron los productos
amplificados a electroforesis en geles de agarosa al 2 % (ver acapite 2.2.4).

Los plasmidos recombinantes que portaban las secuencias de VHC y El se digirieron con la endonucleasa
MIul para que sirvieran de molde a la enzima ARN polimerasa T7. Las reacciones de transcripcion in vitro se
ejecutaron segun el manual del estuche Riboprobe® in vitro Transcription Systems (Promega, EE.UU., 2005).
Los productos de ambas reacciones (TEI-0309 y TVHC 0309-1) se purificaron y se les determind su
concentracion mediante absorbancia a 260 nm. Se seleccionaron aquellos transcriptos que evidenciaron una
concentracion entre 200 y 1000 ug/mL (McKenna et al., 2007). Los transcriptos se conservaron diluidos 1:4
(viv) en el TL, solucidn estabilizadora de ARN empleada en el MEO (acépite 2.2.5).

2.2.6.3.3. Determinacion de la concentracién 6ptima de competencia del transcripto El

En la RT-PCR competitiva se emplea una curva de cuantificacién de VHC y del El. Para la construccion del
estandar de cuantificacion se emple6 el transcripto TVHC 0309-1 (C1: 1,44 x 103 Ul/mL, C2:1,12 x 104 Ul/mL,
C3: 2,81 x 105 UI/mL), un CN y un Control de Calidad (CC) a una concentracion de 12 000 Ul/mL (intervalo de
confianza de 3715 Ul/mL a 38 000 Ul/mL, equivalente a £ 0,5Logi), con el objetivo de determinar la
exactitud del ensayo. Se hicieron tres diluciones viv del EI (TEI-0309, 72 ug/uL) en TL (1:4x106, 1:4x107 y

1:4x108, que equivalen a las concentraciones 18 pg/uL, 1,8 pg/uL, 0,18 pg/uL, respectivamente) para
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determinar la concentracion dptima de competencia. Con estas tres diluciones del El en TL, se realizé la
extraccion de ARN mediante el MEO (acapite 2.2.5) de los tres puntos de la curva, el CN 'y el CC. Con 5 uL de
ARN aislado mas 25 pL de mezcla de RT-PCR preparada segun la Tabla 2.4 se procedio a realizar la
amplificacion simultdnea de ARN del VHC y del El. La deteccion se realiz6 segun el acépite 2.2.8. Los
resultados se analizaron segun lo planteado en los acapites 2.2.8.3 y 2.2.8.4.

2.2.7. Método de deteccion cualitativa (MDC) del ARN del VHC mediante el SUMA

El método de deteccion cualitativa (MDC) del producto amplificado consistié en la hibridacion en formato
UMELOSA (Ultra Micro-analytic Enzyme-Linked Oligo-Sorbent Assay, siglas del inglés) (Figura 2.2). Las
caracteristicas fundamentales de dicho método de deteccion son la utilizacion de una sonda de captura
disefiada en el CIE (ver acapite 2.1.5) y el empleo de bajos volumenes de muestras (5 L) y reactivos (10 uL).
Se afiadié un indicador de pH (rojo fenol al 0,02 %), a la solucion de desnaturalizacion (pH bésico, color
fucsia) que permite apreciar un cambio de coloracion al neutralizarse (pH neutro, amarillo). EI MDC se
describe a continuacion.

A los pocillos de las ultramicroplacas (umplacas) de poliestireno blanco con diéxido de zinc, de 96 pocillos
(Greiner Bio-One, Alemania) recubiertas con la sonda de captura Q3-NHz a 2 ng/uL, se les afiadieron 10 uL de
la solucion de desnaturalizacion (NaOH 0,5 mol/L, NaCl 1,5 mol/L, rojo fenol al 0,02 %) y 5uL de ADN
marcado con biotina y amplificado segln el MAO descrito en el acapite 2.2.6.1, se mezclaron y se incubaron
10 min a 37°C. Se adicionaron 15 pL de solucion neutralizante (HCl 2 mol/L) 1:1 (v/v) con solucion de
hibridacion (pH 7,2) (SDS 0,4 %, NaCl 1,5 mol/L, citrato de sodio 0,15 mol/L). Las umplacas se incubaron 2 h
a 37 °C, se lavaron cuatro veces con solucion de hibridacion diluida 1:4 (v/v) con agua destilada y se les
aplicaron 30 uL de conjugado Estreptavidina/Fosfatasa Alcalina (1:30 000), obtenido por el método del
glutaraldehido (concentracion: 1 mg de Estreptavidina por cada mL de conjugado) (Tijssen, 1993). Las
umplacas se lavaron cuatro veces y se les afiadieron 30 yL del sustrato 4-metil-umbeliferil fosfato
(0,005 mol/L) cuya hidrdlisis enzimatica produjo 4-metil-umbeliferona. Todos los reactivos fueron de calidad
analitica (Sigma-Aldrich, EE.UU.). La lectura se realiz6 en el lector de fluorescencia PR-621 y la evaluacion e
interpretacion de los mismos se efectué mediante el programa Strips Reader Software (SRS) version 9.18

(UMELOSA®HCV CUALITATIVO) (CIE, Cuba). ANEXO 1.
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Figura 2.2. Esquema de hibridacion del ensayo UMELOSA® HCV CUALITATIVO: A los pocillos de las ultramicroplacas
recubiertas con la sonda de captura Q3-NH,, se les afiadieron 10 L de la solucién de desnaturalizacion y 5 uL de ADN
amplificado y marcado con biotina, se mezclaron y se incubaron 10 min a 37 °C. Se adicionaron 15 uL de solucion
neutralizante 1:1 (v/v) con solucién de hibridacién. Se incubaron 2 h a 37 °C, se realizaron cuatro lavados con solucién
de hibridacion diluida 1.4 (v/v) con agua destilada y se aplicaron 30 L de conjugado Estreptavidina/Fosfatasa Alcalina.
Se lavaron cuatro veces y se afiadieron 30 uL del sustrato 4-metil-umbeliferil fosfato cuya hidrélisis enzimatica produjo
4-metil-umbeliferona. La lectura se realizo en el lector de fluorescencia PR-621 y la evaluacion e interpretacion de los
mismos se efectud mediante el programa SRS v 9.18 (UMELOSA®HCV CUALITATIVO). ANEXO 1.

2.2.7.1.  Seleccion de la sonda de captura para el recubrimiento de las placas

Se diluyeron las sondas de captura Q3, Q4, Q3-NH y Q4-NH. a 2,5 ng/uL, en glutaraldehido al 0,025 % y
carbonato de sodio 0,1 mol/L a pH 9,0. Se recubrieron las umplacas con 30 uL por pozo de cada mezcla.
Después de cuatro horas de incubacion a 20-25 °C en cdmara humeda, se realizé un lavado de las placas con
una solucion de Tween-20 al 0,05 % y un bloqueo posterior con glicina 0,2 mol/L durante dos horas a 20-25 °C
en camara himeda. Finalmente, se procedio al secado de las placas durante dos horas a 37 °C. Para la
seleccion de la sonda y de las condiciones de recubrimiento se evaluaron cuatro replicas del ERS CP1107 a
500 UI/mL y del CN, a las cuales se les realizé el aislamiento del ARN segln el MEO (acépite 2.2.5) y su
posterior amplificacion por el MAO (acépite 2.2.6.1). Los productos amplificados se detectaron segin lo

descrito en el acapite 2.2.7 y los resultados se interpretaron segun el acapite 2.2.7.4.
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2.2.7.2. Seleccion de la concentracion optima de la sonda de captura

Se evaluo la sonda de captura a diferentes concentraciones de recubrimiento: 1,5; 1,75; 2,0; 2,25 y 2,5 ng/uL,
diluida en carbonato de sodio 0,1 mol/L a pH9. Se recubrieron las umplacas con cada una de las tres
concentraciones a 30 WL por pozo. Después se continud el proceso como se describe en el acapite 2.2.7.1.
Para la seleccion de la mejor concentracion de recubrimiento se evaluaron cuatro réplicas del ERS CP1107 a
500 UI/mL y del CN, a los cuales se les realizé el MEO y su posterior amplificacion por el MAO. La deteccion
se realiz6 segun el acapite 2.2.7 y los resultados se interpretaron segun el acapite 2.2.7.4.

2.2.7.3.  Composicion del estuche de reactivos del UMELOSA® HCV CUALITATIVO

El ensayo UMELOSA® HCV CUALITATIVO contiene reactivos suficientes para 96 pruebas y son

suministrados en dos cajas, la Caja 1y la Caja 2.

CAJA1 CAJA?2
ESTUCHE DE EXTRACCION CONTROLES DEL ENSAYO
Contenido Cantidad Contenido Cantidad
E1-Tampon de Lisis 2x25mL E3- Control Negativo 4x0,75 mL
ESTUCHE DE DETECCION E4- Control Positivo 4x0,35mL
Contenido Cantidad ESTUCHE DE AMPLIFICACION
Placa recubierta de 12 tiras x 8 pocillos 2 Contenido Cantidad
R1-Solucién de Desnaturalizacion 1x5mL Al- Mezcla RT-PCR 4x0,40 mL
R2-Solucién Neutralizante 1x35mL  A2-Enzimas RT-PCR 1x0,10 mL
R3-Solucién de Hibridacién 6 x25mL A3- Mezcla PCR-2 4x0,46 mL
R4- Conjugado 1x04mL  A4-Enzima PCR-2 1x0,04 mL
R5- Tamp6n Conjugado 1x8mL E2- Agua libre de RNasas 2x35mL
R6- Sustrato 1x2mL
R7- Tampon Sustrato 1x18mL

2.2.7.4. Interpretacion de los resultados del UMELOSA® HCV CUALITATIVO
Los resultados de la prueba deben ser analizados conjuntamente con la informacion de caracter clinico y otros
datos analiticos disponibles, para un diagnostico correcto de la infeccion.

La muestra se considera Positiva (ARN del VHC detectado) cuando la media de los duplicados es igual 0
mayor que 140 UF. (Valor obtenido del anlisis estadistico poblacional de 546 muestras positivas al ARN viral,
donde se obtuvo una media de 200,8 UF + 3DE (intervalo de confianza: 140,8 UF- 260,8 UF), con la

particularidad de que el fluorimetro tiene un maximo de lectura de 210 UF).
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Nivel de corte: F1+F2 > 140.
2

Donde: F1: Fluorescencia de la réplica 1 de la muestra a evaluar.

F2: Fluorescencia de la réplica 2 de la muestra a evaluar.
La muestra se considera No detectable cuando la media de los duplicados es igual o menor de 40 UF

(Valor obtenido del andlisis estadistico poblacional de 118 muestras negativas al ARN viral donde se obtuvo
una media de 16,84 UF + 2,5DE (intervalo de confianza: 7,52 UF- 40,15 UF). Un resultado No detectable no
excluye la presencia de infeccion por el VHC. Los resultados dependen de la correcta conservacion de la
muestra, ausencia de agentes inhibidores y que la cantidad de ARN en la misma sea igual o0 mayor que el

limite de deteccion de la técnica.

El resultado se considera Indeterminado cuando la media de los duplicados de la muestra es mayor que
40 y menor que 140 UF. En este caso, se recomienda Repetir la muestra desde el inicio.
2.2.8.  Método de deteccion cuantitativa (MDQ) del ARN del VHC mediante el SUMA
El método de deteccién cuantitativa (MDQ) del producto amplificado consistié en la hibridacion en formato
UMELOSA®. Para ello se utilizaron dos sondas de captura disefiados por el CIE (ver acapite 2.1.5) y bajos
volimenes de muestras (6 WL) y reactivos (9 uL). Se afiadi6 un indicador de pH (cristal punzé al 0,002 %), a la
solucion de desnaturalizacion (pH basico, color naranja claro) que permite apreciar un cambio de coloracion al
neutralizarse la mezcla (pH neutro, rosado). EI MDQ se describe a continuacion:
Los amplicones con secuencia de VHC y EI se capturaron, por duplicado, en tiras alternas de las umplacas
recubiertas con las sondas Q5 y S1, respectivamente (Figura 2.3). Antes de la aplicacion en los pocillos de la
placa, se afiadieron 60 uL de la solucidon de desnaturalizacién a cada tubo de reaccion y luego de una
incubacion por 10 min a 20-25 °C, se aplicaron 6 pL de los productos amplificados desnaturalizados a los
pocillos respectivos en la umplaca. Posteriormente se aplicaron 9 pL de solucidn de neutralizacion 1:1 (v/v)
con solucion de hibridacion y se incubo la umplaca durante una hora a 37 °C en cdmara humeda. Se lavo la
umplaca cuatro veces con solucion de hibridacion 1:4 (viv) y se afadieron 30 uL del conjugado
Estreptavidina/Fosfatasa Alcalina diluido 1:150 000, obtenido por el método del glutaraldehido (concentracion:
1 mg de Estreptavidina por cada mL de conjugado) (Tijssen, 1993). Se incubd a 37 °C en camara humeda
durante 30 min y luego de cuatro lavados, se le afiadieron 30 pL del sustrato 4-metilumbeliferil fosfato. Las

sefiales de fluorescencia correspondientes a la hidrdlisis del sustrato fueron detectadas por el lector de placas
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PR-621 y la evaluacion e interpretacion de las mismas se realiz6 mediante el programa Strips Reader
Software (SRS) version 9.18 (UMELOSA® VHC CUANTITATIVO) (CIE, Cuba). ANEXO 2. Todos los reactivos

utilizados fueron de calidad analitica (Sigma-Aldrich, EE.UU.).
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Figura 2.3. Esquema de hibridacion del ensayo UMELOSA® VHC CUANTITATIVO: Los amplicones con secuencia de
VHC vy EI se capturaron, por duplicado, en tiras alternas de las umplacas recubiertas con las sondas Q5 y S1,
respectivamente. Antes de la aplicacion en los pocillos de la placa, se afadieron 60 uL de la solucién de
desnaturalizacion a cada tubo de reaccion y luego de una incubacion por 10 min a 20-25 °C, se aplicaron 6 uL de los
productos amplificados desnaturalizados a los pocillos respectivos en la umplaca. Posteriormente se aplicaron 9 uL de
solucién de neutralizacion 1:1 (v/v) con solucion de hibridacion y se incubé la umplaca durante una hora a 37 °C en
camara himeda. Se lavo la umplaca cuatro veces con solucion de hibridacion 1:4 (v/v) y se afiadieron 30 uL del
conjugado Estreptavidina/Fosfatasa Alcalina diluido 1:150 000. Se incub6 a 37 °C en cadmara himeda durante 30 min y
luego de cuatro lavados, se le afiadieron 30 uL del sustrato 4-metilumbeliferil fosfato cuya hidrélisis enziméatica produjo
4-metil-umbeliferona. La lectura se realiz6 en el lector de fluorescencia PR-621 y la evaluacion e interpretacion de los
mismos se efectud mediante el programa SRS v 9.18 (UMELOSA® VHC CUANTITATIVO). ANEXO 2

2.2.8.1. Seleccion de la concentracion Optima de las sondas de captura Q5-NH; y S1-NH»

Con carbonato de sodio 0,1 mol/L, pH9 se diluyeron las sondas de captura Q5-NH, y S1-NH. a las
concentraciones de recubrimiento 1,5; 1,75; 2; 2,25; 2,5 y 2,75 ng/uL. Se recubrieron umplacas con cada una
de las preparaciones a razén de 30 uL por pozo. Después se continud el proceso como se describe en el
acapite 2.2.7.1. Para la seleccion de la mejor concentracion de recubrimiento, a tres réplicas del tercer punto
de la curva estandar VHC (C3: 2,81x105 Ul/mL; Lote 1) y tres del CN se les realizé el aislamiento del ARN
segun el MEO (acépite 2.2.5). Se realiz6 la amplificacion por RT-PCR competitiva (Tabla 2.4). La deteccion se

realizd segUn el acapite 2.2.8 y los resultados se interpretaron segln los acépites 2.2.8.3y 2.2.8.4.
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2.2.8.2. Composicion del estuche de reactivos UMELOSA® VHC CUANTITATIVO
El ensayo UMELOSA® VHC CUANTITATIVO contiene reactivos suficientes para 48 pruebas suministrados en

dos cajas, la Caja 1y la Caja 2.

CAJA 1 CAJA 2
REACTIVOS DE EXTRACCION Y DETECCION EXTRACCION Y AMPLIFICACION
Contenido Cantidad Contenido Cantidad
E1-Tampon de Lisis 1x25mL Al- Mezcla RT-PCR 2x0,4mL
C1- Estandar VHC 2x1,2mL A2- Enzimas RT-PCR 1x0,07 mL
C2- Estandar VHC 2x12mL E2- Agua libre de RNasas 2x3,5mL
C3- Estandar VHC 2x1,2mL E3- Control Negativo 4x0,75 mL
CC- Control de Calidad 2x1,2mL
R1- Solucion de Desnaturalizacion 1 x5 mL
R2- Solucion Neutralizante 1x35mL
R3- Solucién de Hibridacion 6 x 25 mL
R4- Conjugado 1x0,4 mL
R5- Tampon Conjugado 1x8mL
R6- Sustrato 1x2mL
R7- Tampon Sustrato 1x18mL
PVHC: Placa de 12 tiras x 8 pocillos recubierta con sonda del VHC 1
PEI: Placa de 12 tiras x 8 pocillos recubierta con sonda del Estandar interno 1

2.2.8.3. Algoritmo de cuantificacion del VHC

El andlisis cuantitativo de los resultados se realiz6 mediante la herramienta UMELOSA® VHC CUANTITATIVO
incluida en el SRS version 9.18 (TecnoSUMA, Cuba). La curva estandar de cuantificacion se construyo por
Regresion Lineal Ponderada, RLP (Montgomery, 1991) a partir de los logaritmos en base 10 de las
concentraciones esperadas y los logaritmos en base 10 de la Relacién (logio R): sefial de fluorescencia
procedente de los amplicones del VHC entre sefial de fluorescencia procedente de los amplicones de El;
R= UF (VHC)/UF (El). Para estimar la concentracion en Ul/mL de los transcriptos y las muestras, se
interpolaron los valores de logio R respectivos en la curva estandar de VHC con lo que se obtienen los
logaritmos en base 10 de las unidades internacionales de ARN del VHC por mL de muestra (logio Ul/mL) vy,
finalmente, la concentracion de cada muestra en Ul/mL.

2.2.8.4. Interpretacion de los resultados del UMELOSA® HCV CUANTITATIVO

Los resultados de este ensayo serén dados de la siguiente forma:
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¢ No cuantificables (NC): los resultados se encuentran por debajo del primer punto (< C1) o por encima
del tercer punto de la curva de cuantificacion del ensayo (> C3).

e Cuantificable: si se encuentran entre los valores minimos (C1) y maximos (C3) de la curva estandar de
cuantificacion, incluyendo éstos.

2.2.9. Validacion de los ensayos cualitativos y cuantitativos para suero y plasma

Para evaluar los ensayos cualitativos y cuantitativos se siguieron las recomendaciones de la Regulacién No.
47-2007: Requisitos para la evaluacion del desempefio de los diagnosticadores del Centro de Control Estatal
de Medicamentos (CECMED-2007), Cuba; las Normas del Comité Europeo para Estandares de Laboratorios
Clinicos (European Committee for Clinical Laboratory Standards (ECCLS)) y el Consenso Europeo de
Estrasburgo de 1999. Los parametros analizados fueron: especificidad, sensibilidad, comparacién con paneles
de referencia, reactividad cruzada y robustez.

2.2.9.1. Especificidad Clinica

Ensayo cualitativo: Se evaluaron 118 muestras seronegativas por el UMELISA HCV para la deteccion de
anticuerpos al VHC: 50 sueros y 68 plasmas; entre ellos habia 28 parejas de suero y plasma procedentes de
igual numero de donantes (ver Tabla 2.2). Las muestras se evaluaron en paralelo con el estuche UMELOSA®
HCV CUALITATIVO y se calcul6 la Especificidad clinica (%)=Muestras Negativas (MN)/ Muestras Verdaderas
Negativas (VN) x 100.

Donde: Verdaderas Negativas son las Muestras Negativas méas las Falsas Positivas.

Para la comparacion del tipo de muestra a emplear se estudiaron con el estuche UMELOSA® HCV
CUALITATIVO 123 sueros y 121 plasmas, de ellos 28 seronegativos al VHC y el resto positivos a ese virus.
Se realiz6 un analisis de comparacion de medias por ANOVA con un nivel de significacion (a) de 0,05 y la
prueba de Fisher.

Ensayo cuantitativo: Se evaluaron 22 muestras negativas pareadas de suero y plasma obtenido con CPDA-1
(ver Tabla 2.2), para verificar que no existian falsos positivos con ninguno de los dos tipos de muestra. Se
realizé un andlisis de comparacion de Medias y de Varianzas y una prueba de hipétesis (Prueba exacta de

Fisher, p<0,05) segun lo descrito en el acapite 2.4.
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2.2.9.2. Especificidad Analitica o Reactividad cruzada

Para ambos ensayos se evaluaron 38 muestras positivas confirmadas a patdgenos que pudieran presentar
reacciones inespecificas en el ensayo, como: VHA (7), VHB (7), VLTH | (2), VIH 1/2 (8), Dengue (5),
Trypanosoma cruzi (5), Fiebre amarilla (cepa viral de referencia en cultivos celulares 17D) (1), Encefalitis de
San Luis (cepa viral en cultivos celulares) (1) y Hepatitis Autoinmune (2). Todas resultaron negativas al
UMELISA® HCV.

2.2.9.3. Sensibilidad, Especificidad y Exactitud Genotipica para ambos ensayos

Para estudiar la Sensibilidad genotipica del ensayo cualitativo se evalud el panel Pelicheck HCV-RNA con
ocho sueros de los genotipos 1y 3. Para el ensayo cuantitativo se empleé el panel de genotipos del VHC,
02/202 del NIBSC, con seis genotipos del VHC a diferentes concentraciones: 1000 Ul/mL (n= 3); 500 Ul/mL
(n=3); 250 Ul/mL (n=3) y 125 Ul/mL (n=2), en tres ensayos y con analistas diferentes.

En el estudio de la Especificidad y Exactitud genotipica se analizé si el ensayo cuantitativo podia cuantificar
debidamente los genotipos del VHC, se emplearon 35 muestras que contenian los genotipos 1, 2, 3y 6 con
concentraciones variables en todo el rango de la curva estandar del ensayo (1000 Ul/mL a 220 000 Ul/mL)
(ver Tabla 2.2). Se realizaron cuatro ensayos y se evaluaron las muestras puras o diluidas: 1:10 o 1:100, para
garantizar que estuvieran dentro del rango de cuantificacion y pudieran ser cuantificadas con la mayor
exactitud. Se compar6 la cuantificacion del ARN del VHC obtenida por nuestro ensayo cuantitativo y los
resultados obtenidos con el estuche comercial COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HCV test. Se determind
por ambos métodos la concentracion de cada muestra en Ul/mL y se calculé su Logio. Se considerd buena
exactitud, cuando la diferencia obtenida era menor de + 0,5 logio (Baylis et al., 2005).

2.2.9.4. Sensibilidad Analitica o limite de deteccion al 95%

Ensayo cualitativo: EL limite de deteccion del 95 % (LD 95 %) se calculo por el método PROBIT (Finney,
1971), acapite 2.4. Para ello se evaluaron diluciones (1/1000, 1/2000, 1/4000 y 1/8000) de un ERS CP52
calibrado contra el IS 96/790, diluciones del IS (1/250, 1/500, 1/1000, 1/4000 y 1/8000) asi como el panel de
sensibilidad Pelicheck HCV-RNA, en dias diferentes y por distintos operarios. En el momento de la evaluacion
se usaba el término de genomas equivalentes (geg/mL) para cuantificar el virus, la conversion actual es

1 Ul/mL ~ 3,8 geg/mL (FDA Guidance for Industry, 2006).
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Ensayo cuantitativo: Se diluyo seriadamente el ERS CP1107 con suero humano negativo al VHC hasta
obtener concentraciones desde 62,5 Ul/mL hasta 2000 Ul/mL. Este experimento se realizd por tres analistas
diferentes, en varios dias de trabajo y con diferentes lotes de estuche. Para determinar el LD al 95 % y su
intervalo de confianza (IC) se utilizé el analisis PROBIT (Finney, 1971), acépite 2.4.

2.2.9.5. Robustez

Para evaluar el efecto de pequefios cambios en la realizacion de la prueba cualitativa, se evaluaron en
posiciones alternas 11 muestras de sueros seronegativas al VHC y 11 positivas (10 000 UI/mL de VHC) (ver
Tabla 2.2), con diferentes lotes de reactivos, por diferentes operarios y en varios dias para detectar si habia
contaminacion cruzada. Igualmente se ensayaron ocho muestras positivas bajas (5000 Ul/mL de VHC) (ver
Tabla 2.2) en tres dias diferentes, por varios analistas y con diferentes lotes del estuche, para un total de 24
determinaciones. Para el ensayo cuantitativo se ensayaron nueve sueros seronegativos al VHC intercalados
con diluciones del IS 06/100 a las concentraciones 1000, 10 000 y 100 000 Ul/mL, en tres dias diferentes, por
varios analistas y con diferentes lotes del estuche.

2.2.9.6. Comparacion entre el UMELISA® HCV y UMELOSA® HCV CUALITATIVO

Con el UMELOSA® HCV CUALITATIVO se evaluaron muestras positivas por UMELISA HCV: 45 sueros de
pacientes de una consulta de gastroenterologia y 37 muestras procedentes de bancos de sangre (26 plasmas
y 11 sueros) (ver Tabla 2.2). Se calcul el porcentaje de concordancia entre ambos métodos.

2.2.9.7. Exactitud frente al Estandar Internacional de ARN del VHC 96/798

Para determinar la exactitud se utilizé el IS 96/798, que se reconstituyé en 100 000 Ul/mL y se diluyé 1:10
hasta 10 000 Ul/mLy 1 000 Ul/mL. Se realizaron tres réplicas de cada punto, por operarios diferentes. Para
calcular la exactitud del ensayo se construy6 una curva de RLP entre los Logio Concentracion observada vs.
Logio Concentracion esperada, se determind la pendiente (b), ry r2.

2.2.9.8. Rango lineal de la curva de cuantificacion de ARN del VHC

Se determind la linealidad de la curva con diluciones del IS 96/798 desde 100 000 Ul/mL hasta 781,25 Ul/mL
en diferentes montajes y con diferentes operarios. A partir del ERS CP1107 a 2,67x106 Ul/mL de ARN del
VHC se realizaron diluciones seriadas 1/10, se hicieron seis réplicas de cada dilucion en varios dias y con

analistas diferentes. Se calculé la ecuacion de la RLP y el 2 del grafico de linealidad del ERS CP1107.
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2.2.9.9. Precision o reproducibilidad intraensayo e interensayo

Se realizaron tres diluciones (1/50, 1/250, 1/625) del ERS CP1107 y se hicieron 18 réplicas de cada dilucion
dentro del mismo ensayo para calcular la reproducibilidad intraensayo y entre diferentes lotes, por diferentes
analistas y en dias diferentes para la interensayo. Para cada muestra se calculd la media, la desviacion
estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CVar).

2.2.9.10. Evaluacion de cada ensayo frente a su homdlogo comercial

Ensayo cualitativo: Por duplicado se evaluaron 65 muestras (ver Tabla 2.2) con este ensayo y con el estuche
AMPLICOR® Hepatitis C Virus (HCV) Test, v 2.0 y se calculd el porcentaje de concordancia entre ambos.
Ensayo cuantitativo: Se evaluaron 86 muestras (ver Tabla 2.2) por este ensayo y con el estuche comercial
AMPLICOR HCV MONITOR® Test v2.0. Para la comparacién de ambos métodos se obtuvieron los
parametros de la recta de la correlacion lineal (intercepto, pendiente, coeficiente de correlacion (r) y coeficiente
de determinacion (r2). También se obtuvo la media de las diferencias de logio entre los valores esperados y
obtenidos de las concentraciones de las muestras, el cual debe ser inferior a 0,5 logio (FDA Guidance for
Industry, 2011).

2.3. Aspectos éticos de la investigacion

En los diferentes estudios descritos, primero se brindé la informacion y luego se recogié el consentimiento
informado verbal de los participantes voluntarios. Fue una premisa esencial, comunicarles que se les
informaria de los resultados obtenidos.

2.4. Procesamiento estadistico de los resultados

En los experimentos de comparacion de muestras de suero y plasma se realizd un anélisis de varianza
(ANOVA) de clasificacion simple (Sigarroa, 1985) y su ordenamiento se realizé con una prueba de Tukey-
Kramell. Previamente, los datos se analizaron mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (para comprobar su
ajuste a una distribucién normal y una prueba de Bartlett para determinar homogeneidad de varianza). Se
utilizé la Prueba exacta de Fisher para la comparacion entre dos grupos mediante una prueba de hipétesis,
donde la hipdtesis nula comprende la igualdad de Medias y Varianzas. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas para p < 0,05. Se utilizd el Paquete estadistico STATISTICA v6.0, 2001
(StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU).
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En el experimento de determinacion de la concentracion optima de los cebadores, se compararon las medias
empleando la prueba paramétrica T de Student. Se utilizé un nivel de significacion (a) de 0,05.

Para comparar parejas de muestras o ensayos se realizd una regresion lineal y se calcularon los parametros
de la curva: intercepto, pendiente (b), el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r2).
Para calcular el LD 95% y su intervalo de confianza (IC) para ambos ensayos, se utilizd el programa
estadistico MINITAB® Release 14.12.0 (Minitab Inc., State College, Pensilvania, EE.UU.) y su andlisis
matematico de probabilidades PROBIT: este consiste en una Regresion Logistica Binaria que relaciona una
variable con respuesta binaria ante un estimulo externo (Finney, 1971).

2.5.  Andlisis econdmico de la factibilidad de produccion de ambos estuches

En el andlisis de la eficiencia econémica uno de sus elementos es el andlisis del costo de produccion. El
mismo se define como la expresion en forma monetaria de los gastos de una organizacion para producir. Lo
econdmico que resulta del trabajo de una organizacion esta dado por el costo de produccion, el cual muestra
la cuantia de los insumos utilizados en la produccion de bienes y servicios y el costo total se calcula segun la
ecuacion de Goldratt, 1990: CT= GEC+GM+GS+ASS+GA+OG; donde: CT= Costo de produccion total;
GEC=Gasto de energia y combustible; GM= Gasto de materia prima y materiales; GS= Gasto en salario;
ASS= Aporte a la seguridad social; GA= Gasto de amortizacion; OG= Otros gastos. Se analizé la factibilidad
de la produccion por el CIE de ambos ensayos de acuerdo al costo de produccion de cada determinacion y
mediante la comparacion con los precios de las determinaciones de los estuches comerciales, con el objetivo

de producir los estuches de forma estable y satisfacer las demandas del sistema cubano de salud.
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2.6. Diagrama de flujo

Para una mejor comprension, se muestra un diagrama de flujo que resume la estrategia seguida en cada

ensayo. .
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1.  Estandarizacion de un ensayo molecular para la deteccion del ARN del VHC

Se desarrolld un ensayo cualitativo in vitro para el diagndstico molecular del ARN del VHC en suero o plasma
humano basado en las tecnologias NAT y SUMA. Para ello, se partié de estandarizar las condiciones del
aislamiento del ARN a partir de suero y plasma, el cual es un paso critico para la deteccion del genoma viral.
Posteriormente se estandarizaron la amplificacion y la deteccion. En cada etapa se ajustaron las condiciones
experimentales tales como: concentracion de reactivos y muestras, tiempos y volimenes de reaccion.

3.1.1. Determinacion de las condiciones Optimas de extracciondel ARN del VHC

Se aisl6 el ARN del VHC a partir de tres CN y del ERS CP52 a 50, 100, 500, 1 000 y 5 000 Ul/mL mediante
los dos métodos de extraccion (MER y MEQ), descritos en el acapite 2.2.5. Luego se realizd RT-PCR y PCR2
mediante el MAO descrito en el acapite 2.2.6.1. Los productos de la amplificacion se observan en la figura 3.1,
donde: desde los carriles del 2 al 7 se aplicaron las muestras extraidas por el MER donde la solucion
desnaturalizante no contiene ARN heter6logo (ARNh) y de los carriles 9 al 14 las muestras extraidas por el

MEO, donde el TL contiene ARNh.
MER MEO

N N

(2 4 5 6 718 /9 10 11 1213 14\ 15 16

Figura 3.1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos obtenidos por el MAO a partir del CN y de
diferentes concentraciones del ERS CP52 con la utilizacion de dos métodos de extraccion de ARN: MER (sin ARNh):
CN, carril 2; ERS CP52: carril 3, 50 Ul/mL; carril 4, 100 Ul/mL; carril 5, 500 Ul/mL; carril 6, 1 000 Ul/mL; carril 7,
5000 Ul/mL. MEO (TL con ARNh): CN: carril 9, ERS CP52: carril 10, 50 Ul/mL; carril 11, 100 Ul/mL; carril 12,
500 Ul/mL; carril 13, 1 000 Ul/mL; carril 14, 5 000 Ul/mL; carriles 15y 16: CN (TL con ARNh); carriles 1'y 8: marcador de
ADN pGEM (1000 ng de cada fragmento de ADN).

En los carriles 4 al 7 y 11 al 14 se observa una sola banda intensa a la altura de 144 pb, tamafo esperado
para el producto amplificado por RT-PCR y PCR2 a partir de todas las concentraciones del ERS CP52

ensayadas, excepto a 50 Ul/mL (carriles 3 y 10), tampoco se observo en el CN (carriles 2, 9, 15y 16).
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En el nuevo procedimiento de extraccion, MEO, con un TL reformulado donde se incorpora ARNh, se logran
precipitados mas visibles y bandas mas intensas en las muestras positivas (Figura 3.1, carriles 11 al 14), aun
a bajos niveles de ARN viral (100 Ul/mL, carril 11) si se compara con la banda observada cuando se utiliza el
MER (carril 4). Ademas, la introduccion del ARNh no afecta su especificidad dado que los CN no muestran
bandas inespecificas (carriles 9, 15, 16), lo que indica que el ARNh no es amplificado por los cebadores
utilizados y, por ende, no se detecta. La reformulacion del TL, en cuanto a concentraciones de sus
componentes y el uso de un ARNh como agente coprecipitante, también favorece la estabilidad de los ARN,
segun estudios de estabilidad realizados con estandares almacenados en TL a 4 °C hasta 12 meses (ANEXO
3), estos resultados estan recogidos en la Patente 23588 otorgada por la OCPI en el 2010. (ANEXO 10).

3.1.2. Determinacion de las condiciones Optimas de amplificacion del ARN extraido

En la figura 3.2 se muestran los resultados de la amplificacion realizada por MAR y MAO al ARN purificado por
el MEO a partir del CN vy las diferentes concentraciones del ERS CP52. La diferencia de temperaturas
observadas en el paso uno de las RT-PCR es debido a que son las recomendadas por los productores de las
enzimas reverso transcriptasas utilizadas. Se observa la presencia de la banda de 144 pb en los carriles
correspondientes al ERS CP52 y su ausencia en el CN. Esto indica que el cebador disefiado en este trabajo
(VHC 12n) es capaz de detectar el ARN viral al igual que el cebador comercial (HCVO1V/II).

Ademaés, esta optimizacion del MAO conllevd a la evaluacion de la concentracion de cloruro de magnesio
(MgCl») cuando se utilizan menores cantidades de las enzimas AMV de la RT y la Taq Polimerasa (resultados
no mostrados). Con estos estudios del procedimiento MAR se establecid que, con una concentracion de
2,5 mmol/L en lugar de 1,5 mmol/ de MgCl, se obtienen bandas mejor definidas, aun cuando la concentracion
final de ambas enzimas disminuye considerablemente, siendo 5y 71 veces menor en la etapa de la RT-PCR

para la AMV y la Taq Pol, respectivamente, sin que se afecte la calidad de la determinacion.
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MAR MAO

g8 9 10 11

Figura 3.2. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los productos obtenidos por MAR y MAO a partir del ARN aislado
por el MEO del CN y de diferentes concentraciones del ERS CP52. MAR: CN, carril 2; ERS CP52: carril 3, 100 Ul/mL;
carril 4, 500 Ul/mL; carril 5, 5 000 Ul/mL. MAO: CN, carril 6; ERS CP52: carril 7, 100 Ul/mL; carril 8, 500 Ul/mL; carril 9,
5000 Ul/mL,; carriles 10 y 11: CN; carril 1: marcador de ADN pGEM (1000 ng de cada fragmento de ADN).

En el MAO se introdujo un inhibidor de RNasas con el objetivo de disminuir los falsos negativos debido al
efecto de las RNasas exdgenas que pueden afectar el ensayo durante su ejecucion.

Si se comparan los volimenes de mezclas de RT-PCR y PCR2 en ambos métodos (Tabla 2.3), se puede
apreciar su disminucion de 100 a 30 pL (un tercio) en el MAO, lo cual significa un ahorro de reactivos sin que
disminuya la calidad del producto amplificado.

3.1.2.1. Disefio del cebador VHC 12ny evaluacion de la sensibilidad para los genotipos 1y 3
3.1.2.1.1. Evaluacion de los cebadores comerciales para la RT-PCR del VHC

Los resultados obtenidos al evaluar los cebadores comerciales HCVO1V/l y HCVO1V/I para la RT-PCR del
VHC, con el panel de sensibilidad Pelicheck HCV-RNA para los genotipos 1y 3, asi como para el control de
corrida RC (genotipo 3), se muestran en las Tablas 3.1y 3.2, respectivamente. Se puede apreciar que para el

genotipo 3 la sensibilidad es 100 veces menor que para el genotipo 1, lo cual ocurre también al evaluar el RC.
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Tabla 3.1. Evaluacion del panel Pelicheck HCV-RNA con los cebadores comerciales

Genotipo 1 Genotipo 3
HCVO01V/I - HCVO1V-II HCVO01V/I - HCVO1V-II
(geg/ml) (geg/ml)

n % + n % +
36 000 2 100 60 000 1 100

3600 4 100 6 000 4 0

900 4 100 600 4 0
225 4 50 150
56 1 0 37,5
16 1 0 9,37

4 1 0 2,34

1 1 0 0,59

Leyenda: geg/mL: genomas equivalentes/mL; 1 Ul/mL ~3,8 geg/mL (FDA Guidance for Industry, 2006)

Tabla 3.2. Evaluacion del RC con los cebadores comerciales

Genotipo 3
Diluciones HCVO1V-II
del RC Ul/mL . o
171 710 2 0
1/10 71 3 33
1/100 71 4 0

Leyenda: n: nimero de réplicas; % +: porcentaje de positivos

Dados estos resultados y que la sensibilidad de la amplificacion depende de que el cebador de la RT esté
ubicado en la regién mas conservada para todos los genotipos, para obtener un ADNc representativo, se
decidio realizar un alineamiento de secuencias de todos los genotipos del VHC vy verificar la secuencia del
cebador HCVO1V/IL.

3.1.2.1.2. Disefio del nuevo cebador VHC 12n y comparacion con el HCVO1V-II

La busqueda de secuencias nucleotidicas de diferentes genotipos y subtipos del VHC en las base de datos
permitié obtener 34 secuencias diferentes de los genotipos del 1 al 11 (Bukh et al., 1995; Tokita et al., 1996)
nomenclatura utilizada en el momento de realizar la busqueda en el afio 1999 (Tabla 3.3).

Al realizar el alineamiento multiple de secuencias en la region 5° NC (nt 250 al 289) del VHC (Figura 3.3) se
observd que en el fragmento seleccionado, cinco de las siete secuencias del genotipo 3, presentan un triplete

tca en sustitucion del triplete CTG, que esta en la posicion 251-253 del extremo 5’ de la zona complementaria
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a la secuencia del cebador comercial HCVO1V-Il, lo cual pudiera ser la causa de su baja eficiencia para
amplificar al genotipo 3.

Tabla 3.3. Descripcion de las secuencias alineadas

Secuencias en el alineamiento Namero de accesos del EMBL Genotipos
la-HPCHCT1 3g-HCV3G D10748 ¥91421 la 3g
1b-HPCJICG 4a-HCVAAPOLY 190208 11604 1b 4a
le-HPCP1 4f-HPCCOPRO D148b3 L38333 1c 4f
le-HPCCOFRAR 5a-HCV1480 L38349 13184 le 5a
1f-HPCCOPRAT 6a-HPCCOPRU 138350 138339 1f éa
2a-AF169006 6b-HPCCOREO4 AF16900b D37841 2a 6b
2b-HPCT8G 7a-HPCEENS160 110988, DO1221 D31971, D30796 2b 7a
2c-HCDA09 7b-DBB4ET D50409 Das467, D17498 2c b
28 -HPCJKO20AL 7c-HPCCOFRW D49745 L38341 2e e
2f-HPCJK081E1 7d-HPCCOREOS D49754 D37843 2f 7d
2k-AB0O31663 8a-D88470 ABO31663 088470, D17601 2k 8a
3a-HPCHEG 8b-188468 D28917 D88468, D17499 3a 8b
3b-HPCHCVTR1 9a-D24265 D49374, D26556 Da4265 3b 9a
3c-HPCNEQ48A 9b-HPCCORE12 D16612 D37849 3c 9b
3d-HPCNE2741 9c-HPCCOREL1L D16620 D37848 3d 9¢
3e-HPCNE145G 10a-HCJEO49E1 D16618 D63821 3e 10a
3f-HPCNE125C 11a-HCJKO46E2 D16614 D63822 3f 1la
5°—Z250 3-—289
la-HPCHOT] “UTR ACTGCTAGCC GAGTAGTGTT GGGTCGLGARA AGGCCTTGTG
1b—HPCJICG ACTGCTAGCC GAGTAGTGTT GGGETCGCGAR AGGCCTTGETG
le—HPCPL1 ACTGCTAGCC GAGTAGTGTT GGGTCGUGAR AGGUCTTGETG
1e—HECCOPRAR ACTGCTAGCC GAGTAGTGTT GGGTUGCGRA AGGCCTTGETG

1LEf-HPCCZOPRAFE

ACTGCTAGCC

GAGTAGTGETT

GEGETCGCGEAR

ASGCCTTGETG

Z2a—AF1693005 ACTGCTAGCE GAGTAGIGETT GEGETTECGAR AGGCCTTGETG
2h—HPCJIHEG ACTGCTAGCC GAGTAGCGTT GOOTTOCGRR AGGOCCTTCETG
Z2c—HCD409 TUTR ACTECTAGCC GAGTAGCGETT GGETTGECGARA AGGCCTTGTG

2e—HPCJEKQOZOA] UTR ACTGCTAGCC GAGTAGCGTT GGGETTGIGAARA AGGCCT LG

2f—-HPCJKOB1E1l
2k—ABO31663
Fa—HFPCHE®&
3b—HPCHCVTR1

UTR
TUTR
UTR
UTE

ACTGCTAGCC
ACTECTAGCC
AtcaCTAGCT
AtcalTrasCo

GAGTAGCGETT
EA SCETT

GAGTAGTGTT

GEGETTGCGAR
GEGETTGCGAR
GEGETCGCGAN
GGGETCGCGAR

AGGCCTTGETG
AGGCCTTGETG
AGGCCTTGETG
AGGCCTTGTG

Aoc—HPCNEQO48A UTR ACTECTAGCC GAGTAGTGETT GGETCGUGARA AGGUCCTTGTG
3d—HEFCHNEZ74T AtcalTAGCC GEETCEOGAR AGGCCTTETG
3e—HPCHNEl145G AtcaCTrGCCo GEETCECEAR AGGCCTTGTG
If-HFCHNE1253C ACTECTAGCC GEETCECGEAR AGGUCCTTG
Fg—HCVIG AtealTAGCT GAGTAGTGEGTT GGETCGCGAR AGGCCTTETG
4a—HCWVAAPOLY ACTEGCTAGCC GAGTAGTGETT GGETUCGCGARA AGGCCTTGCG
dL—HPFCCOPRO ACeGCTAGCC GAGTAGCGTT GGGETTGCGAA AGGCCTTGETG
S5a—-HCWV1480 ACTGCTAGCC GAGTAGTGTT GGGETCEGCGARA AGGCCTTGETG
6a—HPCCOPRU ARCTECTAGCC GAGTAGCGEGTT GGGETTGCGAR AGGCCTTGTG
Ek—HFCCOREQGA4 ACTGCTAGCT GAGTAGCGETT GGGETTGCGAR AGGCCTTGETG
Ta—-HPCEZNS160 ACTGCTAGCC GAGTAGTGTT GGGTCGIGAR AGGCCTTGTG

Th—D88467T
To—HPCCOPRW
Td—HPCCOREOE
8a—D8847T0
Bo—DEEB4&E

ACTECTAGCC
ACTGCTAGCT
ACTGCTAGCC
ACTECTAGCC
ALTGCTAGCC

GAGTAGTGTT
GAGTAGTGTT
GAGTAGTGTT
GAGTAGTGETT
GAGTAGTGTT

GGEETCGCGEAR
GGGETCGCGAR
GEGETCGCEARN
GGEETCECGEAR
GGGETCGUGAR

AGGCCTTGETG
AGGCOTTETG
AGGCCTTGETG
AGGCCTTETS
AGGCCTTGTG

Sa—D84265 ACTEGCTAGCC GAGTAGTGETT GGETCGCGARA AGGCCTTGETG
Ske—HPCCZORELZ ACTGCTAGCT GAGTAGTGTT GGGETCGCGAR AGGCCTTGETG
S9c—HECCOREL1 ACTGCTAGCC GAGTAGTGTT GGGETCGEGUGAA AGGCCTTGECG

10a—HCIKO049E1 ARCTECTAGCC GAGTAGTGEGTT GGGTCGCGAR AGGCCTTGTG

11a—HCJKQO4E6EZ

ACTGCTAGCC

GAGTAGTGTT

GGGETCGCGAR

AGGCCTTGETG

Figura 3.3. Fragmento de un alineamiento multiple (nt 250-289 de la regién 5'NC) que contiene 34 secuencias de
genotipos del VHC del 1 al 11 (Bukh et al., 1995). El fragmento de secuencia complementaria al cebador HCVO1V-II
aparece resaltado en letra mayUscula y negrita. En letra mindscula y negrita estan marcados los dos nt sustituidos en los
genotipos 4f y 8b y la secuencia cambiada para diferentes subtipos del genotipo 3. Las letras italicas, negritas y
mayUsculas indican la secuencia complementaria al cebador nuevo VHC 12n. Alineamiento realizado con el CLUSTAL
W (University College Dublin, Irlanda).
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El disefio del cebador VHC 12n corrige estos problemas (Figura 3.3, letras mayusculas italicas y en negrita).
Como se puede observar, esta secuencia es altamente conservada en todas las secuencias representadas en
el alineamiento, presenta un solo error en el nt 266, una C en lugar de una T, en algunas secuencias de los
genotipos 2, 4y 6, lo cual no debe afectar la deteccion de los mismos pues se encuentra en la region interna
de la secuencia (Chenna et al., 2003).

Después de seleccionada la posible secuencia del nuevo cebador, se evalué por el programa OLIGO v 5.0
(Molecular Biology Insights Inc., Cascade, EE.UU.) y se observo que no formaba dimeros con su pareja de
cebador (HCVO1V-l), ni lazos, ni horquillas con la secuencia (resultados no mostrados), parametros muy
importantes que debe cumplir un cebador para ser utilizado en un ensayo (Rose et al., 2003).

3.1.2.1.3.  Evaluacion de la sensibilidad para los genotipos 1y 3

Los resultados obtenidos al evaluar el Panel de sensibilidad Pelicheck HCV-RNA para los genotipos 1y 3, asi
como para el RC se muestran en las Tablas 3.4 y 3.5 respectivamente. Se puede apreciar que para el
genotipo 3 se incrementa en 100 veces la sensibilidad del ensayo cuando hay 600 geg/mL (157 Ul/mL), sin
producirse afectacion para el genotipo 1. Un resultado similar se observa al evaluar el RC con el cebador
VHC 12n (Tabla 3.5).

Tabla 3.4. Evaluacion del panel Pelicheck HCV-RNA con HCVO1V-Il y VHC 12n

Genotipo 1 Genotipo 3
HCVO1V-II VHC 12n HCVO1V-II VHC 12n
(geg/ml) (geqg/ml)

n % + n % + n % + n % +
36 000 2 100 2 100 60 000 1 100 3 100
3600 4 100 2 100 6 000 4 0 2 100
900 4 100 3 100 600 4 0 3 100

225 4 50 3 67 150 2 0

56 1 0 3 0 37,5 1 0
16 1 0 2 0 9,37 2 50

4 1 0 2 0 2,34 2 0

1 1 0 2 0 0,59 2 0

geg/mL: genomas equivalentes/mL,1 Ul/mL ~ 3,8 geg/mL (FDA Guidance for Industry, 2006)
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Tabla 3.5. Evaluacion del RC con HCVO1V-Il y VHC 12n

Genotipo 3
Diluciones HCVO1V-II VHC 12n
ul/mL
del RC n % + n % +
171 710 2 0 4 100
1/10 71 3 33 4 75
1/100 7,1 4 0 4 75

Leyenda: n: nimero de réplicas; % +: porcentaje de positivos

3.1.3.  Método de deteccion cualitativa (MDC) mediante la tecnologia SUMA

El desarrollo de un ensayo de deteccion mediante hibridacion in situ y tecnologia SUMA precisa de: 1) sondas
de captura que presenten buena complementariedad de bases con el producto amplificado; 2) un sistema de
amplificacién de la sefial como Biotina/ Estreptavidina, dos biomoléculas con muy alta afinidad entre ellas
(Valimaa et al., 2008) y 3) un sistema de revelado enzimatico compuesto por la enzima fosfatasa alcalina y su
sustrato fluorescente, 4-metil-umbeliferil fosfato.

3.1.3.1.  Seleccion de la sonda de captura para el recubrimiento de las placas

Al evaluar las sondas de captura Q3, Q4, Q3-NH2 y Q4-NH: a 2,5 ng/uL con los diluentes glutaraldehido al
0,025 % y carbonato de sodio 0,1 mol/L a pH 9, se obtuvieron los resultados mostrados en la figura 3.4. Los
valores de fluorescencia mas elevados se alcanzan para los cuatro tipos de sondas con el carbonato de sodio
0,1 mol/L a pH 9, y fundamentalmente para las sondas Q3 y Q3-NH..

No obstante, después se estudié la estabilidad de las sondas unidas a las umplacas con ambos diluentes
dado que las uniones covalentes favorecidas con el glutaraldehido podrian influir en la estabilidad a largo
plazo. Los resultados demostraron una buena estabilidad para ambos diluentes en un periodo de hasta 24
meses a 4 °C pero siempre se obtuvo una sefial més alta con el diluente carbonato de sodio que con el

glutaraldehido (resultados no mostrados).
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Seleccion de la sonda de captura

250,00 7

200,00
|
150,00
|
100,00 - |’"
|
50,00 i
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0,00
a3 -
a4 !

Fluorescencia (UF)

Q3-NH2

Tipos de Sondas Q4-MH2
m CN/ Glut 0,025% m CMN/MNa2C03
CP1107/ Glut 0,025% m CP1107/Na2CO3

Figura 3.4. Seleccion de la sonda de captura para el recubrimiento de las umplacas. Se diluyeron las sondas Q3, Q4,
Q3-NH2 y Q4-NH; a 2,5 ng/uL, en glutaraldehido (Glut) al 0,025 % y Na,CO;z 0,1 mol/L a pH 9,0. Se recubrieron las
umplacas con 30 uL por pozo de cada mezcla. Después de cuatro horas de incubacion a 20-25 °C en camara himeda,
se realiz6 un lavado de las placas con Tween-20 al 0,05 % y un blogueo con glicina 0,2 mol/L durante dos horas a 20-
25 °C en camara humeda. Finalmente, se secaron las placas por dos horas a 37 °C. Para la seleccion de la sonda y de
las condiciones de recubrimiento se evaluaron cuatro réplicas del ERS CP1107 a 500 Ul/mL y del CN, a las que se les
aislo el ARN segun el MEO, posteriormente el ARN se amplificé por el MAO. Los productos amplificados se detectaron
segun lo descrito en el acpite 2.2.7 y los resultados se interpretaron segun el acépite 2.2.7.4.

3.1.3.2. Seleccion de la concentracion 6ptima de la sonda de captura

En la figura 3.5 se muestra la curva de Unidades de fluorescencia (UF) vs Concentracion de la sonda Q3-NH:
para el ERS CP1107 (500 Ul/mL) y tres CN. A partir de 1,75 ng/uL de sonda se alcanza un maximo de sefial
de fluorescencia (meseta) lo cual indica que, a partir de esa concentracion, la sonda es suficiente para
detectar el producto amplificado sin alterarse el valor de la sefial de los controles negativos (diez veces
menor), por ello seleccionamos a 2,0 ng/uL como la concentracion de sonda éptima para el recubrimiento.
Este valor esta dentro del intervalo recomendado para los ensayos de hibridacién in situ: 0,5 a 10 ng/uL
(Tijssen, 1993). Concluimos que para la hibridacion del ensayo cualitativo se utilizaran 2 ng/uL de la sonda de

captura Q3-NH. diluida en carbonato de sodio a 0,1 mol/L a pH 9.

Gonzélez Gonzélez, YJ 69



CAPITULO 3- RESULTADOS

Concentracion optima de la
sonda Q3-NH,
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Figura 3.5. Curva para determinar la concentracion 6ptima de la sonda de captura Q3-NH.. Se evalué la sonda de
captura Q3-NH, a las concentraciones de recubrimiento: 1,5; 1,75; 2,0; 2,25y 2,5 ng/uL, diluida en Na,COs 0,1 mol/L a
pH 9. Se recubrieron las umplacas con cada una de las tres concentraciones a 30 L por pozo. Después se continu¢ el
proceso como se describe en el acdpite 2.2.7.1. Para la seleccion de la mejor concentracién de recubrimiento se
evaluaron cuatro réplicas del ERS CP1107 a 500 Ul/mL y del CN, a los cuales se les realizd el MEO y su posterior
amplificacion por el MAO. La deteccion se realizd segln el acapite 2.2.7 y los resultados se interpretaron segin el
acapite 2.2.7.4

3.2.  Evaluacion del ensayo UMELOSA® HCV CUALITATIVO

El sistema se evalud segun las Guias nacionales e internacionales de validacion para ensayos NAT (ECCLS,
1999; OMS, 2003; Quintana y Apezteguia, 2010; FDA guidance for industry, 2011).

3.2.1. Especificidad clinica

La especificidad clinica del ensayo se evaluo con 118 muestras seronegativas al UMELISA HCV: 50 sueros y
68 plasmas. Todos los sueros fueron negativos al UMELOSA HCV CUALITATIVO, con excepcion de tres
plasmas que resultaron inicialmente positivos, se ensayaron nuevamente y uno de ellos fue negativo (falso
positivo del ensayo por contaminacion cruzada) y los otros dos volvieron a dar positivos. Estos Ultimos se
evaluaron también por el ensayo comercial AMPLICOR® Hepatitis C Virus (HCV) Test, v 2.0 y se demostré
que eran verdaderos positivos. Al encuestar a ambas personas, existian antecedentes epidemioldgicos de
posible infeccion (uno recibia inyecciones frecuentes por asma y el otro se habia operado de apendicitis hacia
mes y medio), por lo que se puede afirmar que se encontraban en periodo de seroconversion, por lo que no

fueron detectados como positivos por el ensayo de anticuerpos.
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El falso positivo obtenido no estuvo relacionado con problemas de especificidad de la técnica, sino con la
posibilidad real de contaminacion, conocida y descrita para este tipo de ensayos si no se tienen todos los
cuidados en la realizacion del mismo (Aslanzadeh, 2004). Si consideramos la posibilidad de su ocurrencia y lo
incluimos en el calculo de especificidad, se obtiene un valor de Especificidad clinica de 99,15 % (n = 118).
3.2.2. Validacion del tipo de muestra indicado para la prueba

Al evaluar 244 muestras (121 plasmas y 123 sueros), de ellas, 28 eran sueros negativos, 28 eran plasmas
negativos y el resto resultaron positivas. Para la comparacion entre las medias de sueros y plasmas, se realizd
un andlisis de varianza (ANOVA), con un nivel de significacién (a) de 0,05. Se evidencia que no existen
diferencias significativas entre sueros y plasmas negativos (p= 0,1818), ni entre los sueros y plasmas positivos
(p=0,2753) (Prueba exacta de Fisher, p< 0,05) (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Comparacion entre muestras de suero y plasma, positivas y negativas

Suero Plasma
Muestras (UF + DE) (UF + DE) P (ANOVA)
Positivas 209,72 + 0,65 209,63 + 0,92 0,2753
Negativas 16,12 + 6,16 13,56 £ 5,04 0,1818

Leyenda: UF, unidades de fluorescencia; DE, desviacion estandar de la media;
P, probabilidad; ANOVA, andlisis de varianza.

Es importante sefialar que en una prueba realizada con sueros y plasmas pareados (estos Ultimos
anticoagulados con heparina) se obtuvieron resultados discordantes (resultados no mostrados), se produjeron
falsos negativos debido a que la heparina inhibe la accion de la Tag polimerasa durante la PCR (Holodniy et
al., 1991; Kleiboeker, 2003), por tanto, para este ensayo el plasma debe obtenerse con EDTA o CPDA-1.
3.2.3. Sensibilidad analitica

Para evaluar la sensibilidad analitica se ensayaron por el UMELOSA® HCV CUALITATIVO el ERS CP52, el
panel Pelicheck y el IS. Los resultados aparecen reflejados en las Tablas 3.7, 3.8 y 3.9 respectivamente.

Tabla 3.7. Evaluacion de la sensibilidad analitica del UMELOSA® HCV CUALITATIVO con el ERS CP52

Dilucion del CP52 |  Ul/mL rlgl;?l.igaes pglsoi:[i?/?)s % de positivos
1: 1000 250 31 31 100
1: 2000 125 40 39 97,5
1: 4000 62,5 19 15 79
1: 8000 31,25 15 5 33
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Andlisis de PROBIT (Finney, 1971)

Tabla 3.8. Evaluacion de la sensibilidad analitica del UMELOSA® HCV CUALITATIVO con el panel Pelicheck

Genotipo 1 Genotipo 3
No. No.

(geg/ml) n % + (geq/ml) n % +
1 36 000 2 100 9 60 000 3 100
2 3 600 2 100 10 6 000 2 100
3 900 3 100 11 600 3 100
4 225 3 67 12 150 2 0
S 56 3 0 13 37,5 1 0
6 16 2 0 14 9,37 2 50
7 4 2 0 15 2,34 2 0
8 1 2 0 16 0,59 2 0

Leyenda: % +: porcentaje de positividad; n: nimero de réplicas ensayadas;
geg/mL: genomas equivalentes/mL (1 Ul/mL~ 3,8 geg/mL) (FDA Guidance for Industry, 2006).

Tabla 3.9. Evaluacion de la sensibilidad analitica del UMELOSA® HCV CUALITATIVO con el IS 96/790

Dilucién del IS96/790 | Ul/mL | No. réplicas | N° de positivos | % de positivos
1: 250 400 13 13 100
1: 500 200 13 12 92
1:1000 100 24 21 88
1: 4000 25 13 4 31
1: 8000 12,5 9 3 33

El LD 95 % del ensayo calculado por el método de PROBIT (acapite 2.4, Finney, 1971), a partir de los
resultados obtenidos para el ERS CP52 (Tabla 3.7), resultd ser igual a 101,7 Ul/mL con un intervalo de
confianza de 81,0 a 162,8 Ul/mL.

3.2.4. Especificidad Analitica o Reactividad cruzada

Las 38 muestras negativas a anti-VHC y positivas confirmadas a diferentes patologias se evaluaron en el
UMELOSA® HCV CUALITATIVO y todas resultaron negativas por este ensayo, lo cual evidencia que no existe
reactividad cruzada con ninguna de estas entidades, con una Especifidad Analitica del 100 %. Ver ANEXO 4.
3.2.5. Robustez

Resultaron positivas a la prueba todas las muestras positivas con baja carga viral que se ensayaron. No hubo

afectaciones por pequefias variaciones en las condiciones de ejecucion, es decir, no hubo falsos negativos.
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Ver ANEXO 5A. No hubo contaminacion cruzada entre las muestras positivas con alta carga viral y aquellas
negativas analizadas. Todas las muestras negativas y el control negativo del ensayo fueron negativos a la
prueba, mientras que las muestras positivas y el control positivo resultaron positivos. Ver ANEXO 5B.
3.2.6. Concordancia entre el UMELISA HCV y el UMELOSA® HCV CUALITATIVO
La Tabla 3.10 muestra los resultados del estudio clinico que incluyd muestras positivas por el UMELISA HCV
procedentes de diferentes instituciones y su concordancia con el UMELOSA® HCV CUALITATIVO.

Tabla 3.10. Comparacion del UMELISA HCV y el UMELOSA® HCV CUALITATIVO

Muestras Concordancia
(procedencia) Total Sueros/ Plasmas +Ac +PCR (%)
IGE 45 45/ - 45 30 67
Ba”,fﬂ‘;gzns;”gre 37 11/26 37 | 7/14 | 64/54 | Total: 57

Leyenda: IGE: Instituto de Gastroenterologia, +Ac: nimero de muestras que resultaron positivas al UMELISA HCV
+PCR: nimero de muestras que resultaron positivas al UMELOSA HCV CUALITATIVO

El anélisis hecho para banco de sangre permitid conocer el porcentaje de positividad detectado por ambos
ensayos Y la concordancia entre ellos, donde el 57 % de las muestras con presencia de anticuerpos al VHC
resultaron positivas por UMELOSA® HCV CUALITATIVO. En comparacion, en las muestras provenientes de
consultas especializadas, se obtuvo un porcentaje de concordancia mayor (67 %) entre ambos ensayos.

3.2.7. Comparacion del UMELOSA® HCV CUALITATIVO vs AMPLICOR® HCV Test, v 2.0

Las 12 muestras negativas por UMELISA HCV también lo fueron por UMELOSA® HCV CUALITATIVO y
AMPLICOR® HCV Test, v 2.0. De las 53 muestras seropositivas al VHC, 13 fueron negativas en la evaluacion
con ambos estuches de deteccion de ARN viral y las 40 restantes, positivas por ambas pruebas. Se obtuvo
una completa concordancia (100 %), entre los resultados obtenidos con el estuche comercial AMPLICOR®
HCV Test, v 2.0 y el UMELOSA® HCV CUALITATIVO para todas las muestras evaluadas.

3.3.  Estandarizacion de un ensayo para la cuantificacion del ARN del VHC

Se desarrollé un ensayo cuantitativo in vitro para determinar la cantidad de ARN del VHC en suero y plasma
humano, basado en la tecnologia NAT y en una RT-PCR competitiva e hibridacion cuantitativa en el SUMA,
por lo que se optimizaron sus tres etapas: extraccion del ARN, amplificacion y deteccion.

3.3.1. Determinacion de las condiciones de extraccion
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La extraccion se realiza segun el MEO, con la variante de que al TL se le agregd el El a la concentracion de
competencia de 1,8 pg/uL (acépite 3.3.3.2), pues el ElI compite con el ARN del VHC del estandar de
cuantificacion y de las muestras durante la RT y la PCR, lo cual permite la cuantificacion de las muestras.
3.3.2.  Determinacion de las condiciones dptimas de amplificacion

3.3.2.1. Seleccidn de la concentracion éptima de los cebadores Q1 'y Q2

En la RT-PCR competitiva se evaluaron dos concentraciones de los cebadores Q1 y Q2 en la mezcla de
reaccion: 0,5y 1 ymol/L a una temperatura de hibridacion de 67 °C (Tm determinada mediante el programa
OLIGO v.5.0 (Molecular Biology Insights Inc. Cascade, EE.UU.)). Los resultados se muestran en la Tabla 3.11.
La fluorescencia media correspondiente al ERS CP1107 fue significativamente superior cuando los cebadores
se emplearon a 1 pymol/L cada uno, con respecto a cuando se utilizaron a 0,5 pmol/L (p=0,0003) (Prueba
paramétrica T de Student con a= 0,05), mientras que para los CN, las sefiales obtenidas fueron similares y no
significativas (p=0,2136) a las dos concentraciones de cebadores evaluadas (Tabla 3.11). Por lo tanto, se
selecciond 1 umol/L como la concentracion final de los cebadores Q1 y Q2 en la mezcla de RT-PCR.

Tabla 3.11. Valores medios de fluorescencia (cuatro réplicas) correspondientes al CN y al ERS CP1107 en el ensayo de
RT-PCR con el empleo de los cebadores Q1y Q2 a 0,5y 1 umol/L cada uno

Valor medio de fluorescencia (UF) + DE , ,
P Diferencia
AUEEE QlyQ2 QlyQ2 (T Student) (IC 95%)
(0,5 pmoliL) (1,0 pmol/L)
ERS CP1107 _
(5 000 Ul/mL) 113,6 + 6,45 162,5 + 7,05 0,0003 49,0 (38,63; 59,37)
CN 12,83 £0,94 12,01 +0,7 0,2136 0,82 (0,57; 1,07)

Leyenda: UF, unidades de fluorescencia; DE: Desviacion estandar de la media; P, probabilidad;
Dif, diferencia; IC, intervalo de confianza.

3.3.3.  Preparacion de los transcriptos de VHC y El

3.3.3.1. Sintesis de los ARN sintéticos de VHC y El por el método de transcripcion in vitro

Para la obtencion de los transcriptos VHC y El se realiz6 el clonaje de los fragmentos de ADN del VHC y El en
el vector T y, cuando se obtuvieron los plasmidos pGEM-T con las bandas de interés en la orientacion
deseada, verificadas por secuenciacion nucleotidica automatica, se sintetizaron los transcriptos del VHC
(TVHC-0309) y del EI (TEI-0309) (resultados no mostrados). La concentracién de ARN obtenida para TVHC-
0309 fue de 914,5 ug/uL (equivalente a 1,42x10% Ul/mL de ARN del VHC, evaluado frente al IS 06/100 de la

OMS) y para TEI-0309 de 72 ug/pL.
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3.3.3.2. Determinacion de la concentracion éptima de competencia del El
Como se observa en la tabla 3.12, la dilucién 6ptima del TEI-0309 como estandar interno de cuantificacion es
de 1:4x107, con la que se obtuvo un r2= 0,9561 y el valor maximo de pendiente de la curva de regresion (0,44).

Tabla 3.12. Determinacion de la concentracion 6ptima de competencia del El (TEI-0309)

Dilucién/Concentracion de competencia TEI-0309 r2 b Exg(i:fﬁ(tfggicéi_zl_g%?ouégn;L)
1:4x108/ 18 pgluL 0,8532 | 0,33 -2,52
1:4x107/ 1,8 pg/uL 0,9561 | 0,44 0,22
1:4x108/ 0,18 pgluL 0,8897 | 0,37 1,03

Leyenda: r2: coeficiente de determinacion; b: pendiente de la curva; CC: control de calidad;
Dif (Logzo Ce-Logio Co) diferencia entre Logi concentracion esperada y concentracion observada.
Dicha dilucién corresponde a la concentracion 1,8 pg/uL que permitio cuantificar el CC con una diferencia de

0,22 logso Ul/mL, la cual se considera que es una buena exactitud ya que se acepta hasta 0,5 logio Ul/mL en
los ensayos de amplificacion de acidos nucleicos (Baylis et al., 2005).

3.3.4.- Método de deteccion cuantitativa (MDQ) mediante la tecnologia SUMA

EL MDQ utilizado para cuantificar el producto amplificado se realizd mediante hibridacion en formato
UMELOSA.

3.3.4.1.  Seleccion de la concentracion dptima de las sondas de captura Q5-NH, y S1-NH

En la figura 3.6 se muestra la curva de Fluorescencia (UF) vs Concentracion de las sondas Q5-NH; (VHC) y

S1-NH; (El), obtenida con el tercer punto de la curva estandar VHC (C3) de 2,81x105 Ul/mL (Lote 1) y los CN.

Concentraciones optimas de las sondas
Q5-NH, y S1-NH,
180,00
160,00 /__H ———39
140,00
o ¥
L 120,00 ‘/‘_,_‘__—H—A
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Figura 3.6. Determinacion de la concentracion éptima de las sondas de captura Q5-NH; y S1-NH,. Con Na;COs;
0,1 mol/L, pH 9 se diluyeron las sondas Q5-NH, y S1-NH; a las concentraciones de recubrimiento 1,5; 1,75; 2; 2,25; 2,5
y 2,75 ng/uL. Se recubrieron umplacas con cada una de las preparaciones a razén de 30 uL por pozo. Se continu6 el
proceso como se describe en el acapite 2.2.7.1. Para la seleccion de la mejor concentracion de recubrimiento, a tres
réplicas del tercer punto de la curva estdndar VHC (C3: 2,81x10° Ul/mL; Lote 1) y tres del CN se les realiz6 el
aislamiento del ARN segln el MEO (acapite 2.2.5). Se realizé la amplificacion por RT-PCR competitiva (Tabla 2.4). La
deteccion se realiz6 segun el acapite 2.2.8 y los resultados se interpretaron segin los acépites 2.2.8.3 y 2.2.8.4.

Como se aprecia en el gréfico, a partir de 1,75 ng/uL se alcanza la meseta para la sonda Q5-NH, resultado
similar al obtenido para el ensayo cualitativo. Para la sonda S1-NH; se observa que a 2 ng/uL se alcanza
practicamente la meseta, pero se selecciond una concentracion de trabajo de 2,5 ng/uL, para garantizar una
correcta detectabilidad del El, pues su amplicon es de menor tamafio que el de VHC y esta en desventaja para
ser capturado. Las concentraciones de 2 ng/uL y 2,5 ng/uL fueron finalmente seleccionadas para las sondas
Q5-NH> (VHC) y S1-NH: (El), respectivamente. Los niveles de fluorescencia de las muestras negativas fueron
diez veces inferiores a los valores de fluorescencia del punto C3 de la curva VHC, a lo largo de todas las
concentraciones de recubrimiento evaluadas.

3.4.  Evaluacion del ensayo UMELOSA® VHC CUANTITATIVO

3.4.1. Especificidad clinica

Todas las muestras negativas estuvieron por debajo del primer punto de la curva de cuantificacion del ensayo
y mostraron una especificidad clinica del 100%. Al procesar estadisticamente se demostrd que para las 22
muestras negativas pareadas de suero y plasma humano no se observaron diferencias significativas entre
ellas (media, p=0,2116 y varianzas, p=0,7873; prueba exacta de Fisher, p<0,05) Esto indica una
especificidad clinica del 100%, lo que evidencia que esta prueba es capaz de discriminar adecuadamente las
muestras negativas de las que estan por debajo del limite de cuantificacion.

3.4.2. Especificidad Analitica o Reactividad cruzada

Las 38 muestras negativas a anti-VHC y positivas confirmadas a diferentes patologias se evaluaron en el
UMELOSA® VHC CUANTITATIVO y todas resultaron negativas por el mismo, lo cual evidencia que no existe
reactividad cruzada con ninguna de estas entidades, para una Especifidad Analitica del 100 %. Ver ANEXO 4.

3.4.3. Especificidad y Sensibilidad Genotipica

Al evaluar el Panel de Genotipado 02/202, se observo que los seis genotipos se detectaron a 1000 Ul/mL, el
100 % de las veces ensayadas, como se muestra en la figura 3.7.
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Sensibilidad Genotipica
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Figura 3.7. Resultados de la sensibilidad genotipica del UMELOSA® VHC CUANTITATIVO frente al Panel de
Genotipado 02/202 del NIBSC, con los seis genotipos del VHC a diferentes concentraciones: 1000 Ul/mL (n= 3);
500 Ul/mL (n=3); 250 Ul/mL (n=3) y 125 Ul/mL (n= 2), evaluados en tres ensayos diferentes y con diferentes analistas.
Los seis genotipos se detectan a 1 000 Ul/mL el 100 % de las veces, los genotipos 3 y 6 son los menos detectables.

Al evaluar el Panel de Genotipado 02/202, se observo que los seis genotipos se detectaron a 1000 Ul/mL, el

100 % de las veces ensayadas, como se muestra en la figura 3.7.

El ensayo presenta buena sensibilidad hasta 500 Ul/mL para todos los genotipos evaluados, excepto para el

genotipo 3. Incluso a 250 Ul/mL, todos los genotipos excepto el 3y el 6, mostraron un 100 % de positividad.

La especificidad y exactitud genotipica se determind en 35 muestras de dos estudios de diferentes
poblaciones de pacientes positivos al ARN del VHC realizados en nuestro pais, en los cuales solo se
detectaron pacientes de los genotipos 1, 2, 3 y 6. Los resultados obtenidos en la cuantificacion de los
diferentes genotipos del VHC (ANEXO 6), muestran que la totalidad de las diferencias entre los logio del valor
obtenido y la referencia son inferiores a + 1 logio, con el 94,3 % (32/35) de los valores por debajo de 0,4 logzo.
El promedio total de las diferencias de logio es de 0,16 y para cada genotipo es de: 0,17 (genotipo 1), 0,16
(genotipo 2), 0,20 (genotipo 3) y 0,09 (genotipo 6), donde todas son inferiores a + 0,5 logio, por lo que se
evidencia muy buena exactitud (Baylis et al., 2005) en la cuantificacion de todos los genotipos pues, aunque
no se evaluaron en este ensayo muestras de los genotipos 4 y 5, si fue posible evaluarlas en el ensayo de

sensibilidad genotipica y su detectabilidad fue del 100 % hasta 250 Ul/mL.
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En el gréfico de la figura 3.8 también se muestra la regresion lineal entre los valores observados (UMELOSA)
y referencia (CIGB/LISIDA) para las muestras de los distintos genotipos, para una r de 0,9576, lo cual también

corrobora la buena correlacion existente entre ambos resultados.

Regresion Lineal entre Valores
_ Observados vs Referencia
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Figura 3.8. Regresidn lineal entre valores Observados (UMELOSA) vs Referencia (LISIDA-CIGB). Se emplearon 35
muestras de los genotipos 1, 2, 3y 6, puras o diluidas 1:10 o 1:100 para garantizar que estuvieran dentro del rango de
cuantificacién del estandar VHC y que pudieran cuantificarse con exactitud. Se ensayaron cuatro veces las muestras
con el UMELOSA® VHC CUANTITATIVO y se comparo con los resultados obtenidos en LISIDA/CIGB con el COBAS
AmpliPrep / COBAS TagMan HCV test.

La gran variabilidad que se describe en la determinacion de la carga viral para los diferentes genotipos (Huarte

y Casi, 2004; Marquez-Rosales et al., 2008) solo se aprecid en el estudio de sensibilidad genotipica para los
genotipos 3y 6 a 500 Ul/mL y 250 Ul/mL, pero a concentraciones inferiores al LD 95 % (693,12 Ul/mL) del
ensayo, lo cual no se evidencio en el estudio de especificidad y exactitud genotipica.

3.4.4. Exactitud del ensayo frente al IS de ARN del VHC 96/798

El resultado de la RLP entre los Logio Concentracion observada vs. Logio Concentracion esperada del IS se
muestra en la figura 3.9. Se determind el valor de la pendiente (b=0,9729), el coeficiente de correlacion
(r=10,9964) vy el coeficiente de determinacion (r2= 0,9928), para una p< 0,01, lo que evidencia una buena
correlacion entre los valores observados y esperados del IS y, por ende, la curva Estandar de VHC/ Estandar

Interno para este ensayo, entre 1000 y 100 000 Ul/mL, muestra buena exactitud.
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Correlacion vs IS 96/798 OMS
Observada vs Esperada
6,00

5,50
5,00 %
4,50 /
4,00 /

3,50 /

°d

P
3,00 R2 = 0,9928
2,50
2,00 :

b=0,9729

Log,, Concentracion|S Observada

2,0& C?’OO 4,00, 5,00
004, Concentracion IS esperada

6,00

Figura 3.9. Regresion Lineal Ponderada entre los Logio concentracion del IS ARN del VHC (96/798) Observado vs
Esperado. Se utilizd el IS 96/798 a 100 000 Ul/mL, 10 000 Ul/mL y 1 000 Ul/mL. Se evaluaron tres réplicas de cada
punto por operarios diferentes

3.4.5. Rango lineal del ensayo

Se determino el rango lineal de cuantificacion del UMELOSA® VHC CUANTITATIVO con el IS 96/798 y el ERS
CP1107. En la Figura 3.10.A se muestra la curva obtenida con el IS. Como muestra la linea de tendencia, a
valores menores de 2000 Ul/mL y superiores a 300 000 Ul/mL se observan inflexiones en la curva. Por otra
parte, el estudio fue extendido con la determinacion del rango lineal utilizando el ERS CP1107 (Figura 3.10.B).
La curva muestra linealidad en todo el rango de cuantificacion estudiado (3000 Ul/mL a 150 000 Ul/mL), que

se encuentra dentro del rango lineal determinado con el IS.

Estos resultados permiten deducir que el rango lineal de cuantificacion del ensayo es de 2000 a
300 000 Ul/mL, por lo que no se recomienda trabajar fuera de este rango y las muestras con mas de

300 000 Ul/mL de ARN del VHC deben ser diluidas (Tholen et al., 2010).
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Figura 3.10. Determinacion del rango lineal empleando: A) IS de ARN del VHC (96/798), se evaluaron diluciones del
mismo desde 100 000 Ul/mL hasta 781,25 Ul/mL en diferentes montajes y con diferentes operarios y B) ERS CP1107 a
2,67x108 Ul/mL de ARN del VHC se realizaron diluciones seriadas 1:10, se evaluaron seis réplicas de cada una, en
varios dias y con analistas diferentes.

3.4.6. Sensibilidad o limite de deteccion al 95 % del ensayo

En la tabla 3.13 se muestra el porcentaje de positividad de deteccion de la concentracion de ARN del VHC

para diluciones seriadas del ERS CP1107 realizadas en diferentes condiciones de trabajo.

Tabla 3.13. Valores para determinar el LD al 95 % del ensayo

Concentracion ARN . N° de Resultados ..
del VHC (UlimL) \° Replicas Positivos % de Positivos

267 000 5 5 100

26 700 6 6 100
2670 10 10 100
2000 29 29 100
1000 29 28 96,6
500 29 27 93,1

267 10 7 70

250 29 20 69

133,5 6 3 50
125 29 16 55,2
62,5 29 9 31,0
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Al evaluar los datos de la Tabla 3.13 por el andlisis probabilistico PROBIT (Finney, 1971), se obtuvo la tabla
de percentiles (ANEXO 7) donde se observa que el LD al 95 % del ensayo UMELOSA® VHC CUANTITATIVO
es de 693,12 UI/mL con un intervalo de confianza de 542,28 a 1031,52 Ul/mL.

3.4.7. Reproducibilidad

Se compararon los CVar obtenidos en los ensayos de reproducibilidad intraensayo e interensayo. La tabla
3.14 refleja los resultados de la reproducibilidad intraensayo. Los CVar intraensayo difieren para cada zona de
la curva: menores de 43,7% en Ul/mL y de 1,63% para los valores de logioUI/mL en la zona baja y menores de
27,1% en Ul/mL y de 1,43% para los logioUl/mL en las zonas media y alta. No obstante, al comparar las
diferencias de logio entre los valores esperados y observados para cada concentracion se aprecia que en
todos los casos son inferiores al valor de 0,5 log1o establecido por la FDA (FDA Guidance for Industry, 2011).

Tabla 3.14. Reproducibilidad Intraensayo del UMELOSA® VHC CUANTITATIVO

et | wimb | oimy | wimy roar | Lo Logs | oferencia ¢l
(x10°UNmL) | (x109 | (x109) (%) 0 Guo | (o) | -OYw0ESPYODS.
200,0 133 28,8 216 | 512 | 446 | L3 -0,18
534 | 519 | 11 | 271 | a1 | 415 | 143 | -0,01
210 | 248 | 107 | 437 | 339 | 303 | 163 | -0,04
107 | 316 | 109 | 344 | 449 | 404 | 154 | 0,46
421 | 645 | 219 | 339 | 38 | 334 | 153 | 0,18

Leyenda: DE: Desviacion Estandar; n: numero de réplicas; CVar: Coeficiente de variacion; Diferencia e/ Logio esp.y
obs.: Diferencia entre Logso esperados y observados.

Para determinar la reproducibilidad interensayo también se calcularon los CVar para cada muestra de
montajes en diferentes dias y por distintos operarios, como se aprecia en la tabla 3.15. Los CVar interensayos
en la zona baja de la curva fueron inferiores a 57,2 % y 1,7%, para la concentracion (Ul/mL) y su logio,

respectivamente.
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Tabla 3.15. Reproducibilidad Interensayo del UMELOSA® VHC CUANTITATIVO

ERSCP1107 | Media | DE | CVar | oo | pe | CVar Diferenciael
n=24 (U/mL) | (UI/mL) | (Ul/mL) L L Loguo Lo €D v obs
(x103UmL | (x109) | (x109) | (%) Odw | L0%w (%) G0 €SP.y 0DS.
200,0 157 | e84 | 436 | 520 | 48 | 164 -0,10
534 | 531 | 172 | 323 | 473 | 424 | 150 | -0002
2710 | 114 | ooes5 | 572 | 397 | 281 | 175 | -0,62
107 | 261 | 107 | 408 | 442 | 403 | 161 | 0,39
421 | 91 | 368 | 404 | 396 | 356 | 160 | 0,33

Leyenda: DE: Desviacion Estandar; n: numero de réplicas; CVar: Coeficiente de variacion; Diferencia e/ Logio esp.y
obs.: Diferencia entre Logio esperados y observados.

En la zona media y alta de la curva son menores de 43,6 % (Ul/mL) y de 1,64 para su logio. También cuando
se compararon las diferencias de logio entre los valores esperados y observados para cada concentracion, se
puede apreciar que las mayores diferencias se encuentran en la zona baja de la curva (- 0,62) y en el resto de
los casos son inferiores a 0,5 logio.

3.4.8. Robustez

Este pardmetro se determina para evaluar la influencia de pequefios cambios en las condiciones analiticas
sobre la fiabilidad del método, lo que permite localizar factores que originan fluctuaciones y aquellos que
originan variaciones significativas. Las concentraciones de las nueve muestras negativas resultaron inferiores
al primer punto de la curva Estandar VHC. A las muestras positivas (IS 06/100 a las concentraciones 1000,
10 000 y 100 000 Ul/mL) se les determind el CVar de su carga viral (Tabla 3.16). Los valores de CVar de las
muestras positivas se encuentran entre 31 % y 49,5 % (1,49 a 1,64 % del logio), resultado muy similar a los

obtenidos en los ensayos de reproducibilidad.

Tabla 3.16. Coeficiente de variacion de las muestras positivas del ensayo de Robustez

Media CvarUl/mL | CVar Logio Dif. e/ Logio

1S 061200 (Ul/mL) (%) (%) ’ esp.y obgs.
100 000 1,25 x 10° 435 1,64 0,09
10000 | 228x10¢ | 495 | 169 | 0,36
1000 | 140x10® | 311 | 149 | 0,15

Leyenda: IS: Estandar Internacional 06/100; CVar: coeficiente de variacion;
Dif. e/ Logioesp y obs: diferencia entre los Log:o esperados y observados
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Segun la tabla 3.16, las diferencias entre los logio esperados y observados de la concentracion de ARN en las
muestras estan por debajo de 0,5 logio, l0 que indica buena exactitud y robustez del ensayo.

3.4.9. Comparacion con el estuche comercial AMPLICOR HCV MONITOR® v 2.0

Los resultados de la evaluacion de 86 muestras de pacientes (51 del IGE y 35 del CIGB/LISIDA) por el
estuche comercial AMPLICOR HCV MONITOR® v 2.0 y el UMELOSA® VHC CUANTITATIVO se muestran en
la figura 3.11 y en los ANEXOS 6 y 8.

AMPLICOR vs UMELOSA
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Figura 3.11. Correlacion entre el AMPLICOR HCV MONITOR® Test, v 2.0 y el UMELOSA® VHC CUANTITATIVO. Se
evaluaron 86 muestras (ver Tabla 2.2) por ambos ensayos. r: coeficiente de correlacion y rZ coeficiente de
determinacion

Se construy6 la curva de regresion lineal con los resultados obtenidos por ambos estuches (Figura 3.11), se
calculd la ecuacion de la recta: y = 0,12 + 0,98 x, el coeficiente de correlacion r = 0,9393 y el coeficiente de
determinacion r2= 0,8823. Se obtuvo un promedio de las diferencias de Logio de 0,21, inferior al valor de
0,5 Logio establecido como limite de buena exactitud (FDA Guidance for Industry, 2011). El 90,7 % de las
muestras mostrd una diferencia de logio por debajo de 0,5y solo el 9,3 % estuvo entre 0,5 y 0,88 logjo.

3.5.  Analisis econdmico de la factibilidad de produccién de ambos estuches

Dentro del analisis de la eficiencia econémica se analiza el costo de produccion. Este es la expresion en forma
monetaria de los gastos de una organizacion para producir. Lo econdmico que resulta del trabajo de una
organizacion esta dado por el costo de produccion, el cual muestra la cuantia de los insumos utilizados en la
produccion de bienes y servicios (Goldratt, 1990). La produccion de los ensayos desarrollados se lleva a cabo

en el Laboratorio de Biologia Molecular y en el Area de produccion de la Subdireccion de Inmunoquimica del
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CIE, donde se cuenta con el equipamiento tecnoldgico necesario para realizar estas producciones. Solo es
necesario adquirir los materiales gastables y las materias primas necesarias para su produccion.

3.5.1. Calculo del costo de produccion de los ensayos desarrollados

Se considerd como base de célculo, la produccion de una determinacion tanto del estuche UMELOSA® HCV
CUALITATIVO como del estuche UMELOSA® VHC CUANTITATIVO. El valor de la produccion se calculd
sobre la base de los precios actuales de venta.

En las tablas 3.17 y 3.18 se desglosan los calculos de cada elemento del costo total para ambos estuches.

Tabla 3.18. Costo de produccion de una determinacion del UMELOSA® HCV CUALITATIVO

Moneda Nacional Moneda libremente ~ Moneda Unica

Elementos (CUP) Convertible (CUP)  (1CUP =1CUC)
Materias primas y materiales — 7,09 7,09
Combustible y energia — 0,24 0,24
Gasto en salarios 7,34 — 7,34
Seguridad Social 1,03 — 1,03
Fuerza de trabajo 3,02 — 3,02
Gastos de amortizacién — 1,01 1,01
Otros gastos — 1,39 1,39
Total 11,39 9,73 21,12

Se observa que el valor total del costo de produccion de una determinacion utilizando una Unica moneda
(establecido para el andlisis econémico del sector empresarial), es de $ 21,12 para el estuche UMELOSA®

HCV CUALITATIVO y de $ 24,79 para el estuche UMELOSA® VHC CUANTITATIVO.
Tabla 3.19. Costo de produccion de una determinacion del UMELOSA® VHC CUANTITATIVO

Elementos Moneda Nacional Iitl\)Ar zrr:]eednie Moneda Unica

(CUP) Convertible (CUP) (1CUP =1CUC)
Materias primas y materiales — 10,21 10,21
Combustible y energia — 0,24 0,24
Gasto en salarios 7,34 — 7,34
Seguridad Social 1,03 — 1,03
Fuerza de trabajo 3,02 — 3,02
Gastos de amortizacion — 1,25 1,25
Otros gastos — 1,70 1,70
Total 11,39 13,40 24,79

Gonzélez Gonzélez, YJ 84



CAPITULO 3- RESULTADOS

De acuerdo con el andlisis del costo de una determinacion de ambos estuches se aprecia que es mas
ventajoso producir los estuches, que comprar estuches comerciales en el mercado internacional, ya que el
precio de una determinacion del ensayo AMPLICOR® HCV Test v 2.0 es de $ 35,00 y el de una determinacion
del ensayo AMPLICOR HCV MONITOR® v 2.0 es de $ 40,00 segun el precio de catéalogo, sin incluir el costo
de conservacion y transportacion; sin embargo, la mayor dificultad que justifica su produccion nacional radica
en su importacion, pues debido al blogqueo econdémico impuesto por los Estados Unidos, la Unica via de
adquisicion es mediante terceros paises, lo que eleva el precio en mas de un 20 % de su valor.

Tabla 3.20. Comparacion del costo de produccion anual de ambos estuches vs sus homdlogos comerciales

Estuches Precio unitario Costo anual Diferencia
($ por estuche) (40 estuches) ®)

UMELOSA®HCV CUALITATIVO 2 027,52 81 100,80 -
(96 determinaciones/estuche)
AMPLICOR® HCV Test v 2.0 3 360,00 134 400,00 53 299,20
(96 determinaciones/estuche)
UMELOSA® VHC CUANTITATIVO 1 189,92 47 596,80 -
(48 determinaciones/estuche)
AMPLICOR HCV MONITOR® Test v 2.0 1 920,00 76 800,00 29 203,20
(24 determinaciones/estuche) (48 determinaciones)

La produccion de ambos estuches en Cuba con la nueva tecnologia es factible desde el punto de vista
econdmico, con un ahorro anual de $53 299,20, con las producciones actuales del UMELOSA® HCV
CUALITATIVO y de $ 29 203,20 para el UMELOSA® VHC CUANTITATIVO si se produjera igual cantidad de

estuches de los dos ensayos (Tabla 3.20).
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CAPITULO 4: DISCUSION

La infeccion por el virus de la hepatitis C se ha convertido en un problema de salud en nuestro pais, pues su
incidencia anual ha ido en aumento y, actualmente, el 0,8 % de la poblacion de donantes de sangre posee
anticuerpos positivos al VHC (TecnoSUMA, 2013). Ademas, la cirrosis hepatica constituye la décima causa de
muerte en mujeres y la oncena en hombres, y en ello el VHC tiene un papel preponderante (Anuario
Estadistico de Salud, 2013). Esto se debe a su elevada prevalencia en determinados grupos de riesgo como:
hemofilicos (59 %) (Rivero, 2009), donantes por plasmaféresis (47 %), trasplantados (79,2 %), pacientes
multitransfundidos (51,6 %), pacientes con enfermedades onco-hematoldgicas (19,5 %), prevalencia que
puede llegar hasta un 95,6 % de anti-VHC positivos en unidades de hemodialisis (Ballester et al., 2005).

En los Ultimos afios, los resultados de diversos estudios clinicos y epidemiolégicos han demostrado que el
diagndstico y tratamiento de la infeccion por el virus de la hepatitis C, no puede realizarse de forma certera sin
el diagnostico molecular del ARN viral y su cuantificacion (Fryer y Minor, 2009).

En respuesta a la solicitud realizada por las autoridades de Salud Publica, sobre la necesidad de disponer de
un ensayo confirmatorio para el diagndstico del VHC y la cuantificacion de la carga viral para evaluar la
eficacia de los tratamientos antivirales, se estandarizaron los ensayos UMELOSA® HCV CUALITATIVO vy
UMELOSA® VHC CUANTITATIVO, respectivamente. Ambos ensayos cuentan con reactivos y secuencias de
cebadores y sondas propios que permitieron su adaptacion a nuestra tecnologia SUMA, ampliamente utilizada
en Cuba, lo cual resulta ventajoso para permitir la rapida introduccion de los ensayos en los programas
nacionales de salud asi como la sostenibilidad de su produccion.

Para llevar a cabo la estandarizacion de estos ensayos fue necesario optimizar primeramente el método de
extraccion de Chomczynski y colaboradores, desarrollado en 1993; para ello se redujeron a la mitad los
volumenes de muestras y reactivos y se eliminaron o unieron pasos de reaccion. Asi se logro reducir el
procedimiento de casi dos jornadas de trabajo a 3,5 horas. En el nuevo método de extraccion optimizado
(MEO), se incorpora un ARN heter6logo al tampdn de lisis con lo que se obtienen precipitados mas visibles y
bandas electroforéticas mas intensas en las muestras positivas, aun a bajos niveles de ARN viral, lo cual
mejora la sensibilidad y reproducibilidad del ensayo, al elevar el rendimiento de la precipitacion del ARN viral.

Esto se atribuye a que los agentes coprecipitantes (como el ARNt de levadura, el glucogeno y el Pellet Paint
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de Novagen Inc., Madison, EE.UU.), al ser insolubles en el isopropanol o en el etanol, forman un precipitado
que atrapa al acido nucleico en grandes cantidades y lo estabiliza termodindmicamente (Lehninger, 2009).).
Con este fendmeno se logra que al centrifugar se pueda extraer el sobrenadante sin peligro de arrastrar el
precipitado de ARN viral, lo cual favorece el aumento del rendimiento durante la purificacion. McCormick en
1995 y Taggart y colaboradores en 1998 demostraron que el uso de agentes coprecipitantes del ARN
aumentaba la sensibilidad y reproducibilidad de un ensayo cualitativo de RT-PCR para enterovirus. Xu y
colaboradores en 2002 obtuvieron resultados similares al utilizar el agente coprecipitante del ARN Pellet Paint,
con ello demostraron que este ayuda a precipitar el ARN del VIH1, material genético que se encuentra en
escasa cantidad en el suero humano. En ausencia del coprecipitante, la precipitacion alcoholica del ARN del
VIH1 tiene un pobre rendimiento lo cual genera resultados falsos negativos (Xu et al., 2002). En la misma linea
Wang y colaboradores en 2002 realizaron experimentos con un ARNt de levadura, mientras que Rio y
colaboradores en 2010 experimentaron con el glucogeno.

Lo anterior apoya la idea de que el uso de un ARNh como agente coprecipitante también favorece la
estabilidad de los ARN almacenados a 4 °C durante un afio, de acuerdo con los resultados obtenidos en los
estudios de estabilidad realizados a estandares de ARN almacenados en TL a 4 °C hasta 12 meses (ANEXO
3), hecho que no habia sido descrito previamente y que fue motivo del otorgamiento de una patente por la
OCPI (No. 23588) en 2010, ANEXO 10.

Por otra parte, en nuestros experimentos comprobamos que la introduccion del ARNh no afectaba la
especificidad del ensayo, pues los CN no mostraron sefiales, lo que indica que dicha secuencia de ARN no se
amplifica por los cebadores utilizados y, por ende, no se detecta.

Posteriormente se procedié a optimizar la etapa de amplificacion del ARN viral (MAO) por RT-PCR y se
corrobor6 que la elevada concentracion de dNTPs presente en el MAR, produce sefales residuales mayores
en las electroforesis. Sin embargo, cuando se reduce su concentracion a la mitad, se favorece la obtencion de
electroforesis con bandas mas nitidas, sin afectar la sensibilidad de la amplificacion, lo cual habia sido
demostrado por Coleman y Tsongalis en 2006.

El Mg+ es un importante cofactor enzimatico dentro del mecanismo catalitico de la AMV y la Tag ADN

polimerasa, ambas enzimas necesitan dos atomos de Mg?* en su sitio activo para elevar su actividad
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(Thielmann, 1973; Lehninger, 2009). Se prob6 que no bastaba la concentracion de MgCl, en el MAR como
para favorecer la actividad de la AMV y la Taq ADN polimerasa, por eso se fijo en 2,5 mmol/L. El Mn2* es el
cofactor de la enzima de Thermus termophylus (Tth) usada en el Amplicor HCV Test v 2.0; en dependencia de
la concentracion de Mn2+, la Tth actia como ADN polimerasa 0 como transcriptasa inversa (Rose et al., 2003).
En el MAO se introdujo un inhibidor de RNasas con el objetivo de disminuir los falsos negativos debido al
efecto de las RNasas exdgenas que pueden afectar el ensayo durante su ejecucion. Las fuentes mas
comunes de estas enzimas son las inherentes a las muestras que proceden de células y tejidos, la grasa de
los dedos y las bacterias y hongos ambientales presentes en el polvo y el aire (Pasloske y Wu, 1998; Muller et
al., 2004; Liegler y Grant, 2006).

Encontramos que otros ensayos de deteccion de retrovirus por RT-PCR utilizan concentraciones muy
similares de reactivos, por ejemplo, Kleiboeker en 2003 desarrolld un ensayo para la deteccion y cuantificacion
del ARN del virus del Oeste del Nilo. En el mismo emplea cebadores a 0,6 ymol/L, dNTPs a 0,2 mmol/L y
MgCl, a 2,5 mmol/L. En los ensayos cualitativo y cuantitativo utilizamos los cebadores a 0,5 ymol/L y 1 umoliL,
respectivamente, concentraciones que se encuentran dentro del intervalo recomendado para las reacciones
de PCR (0,1-1 umol/L) (Rose et al., 2003). La utilizacion de cebadores a concentraciones superiores a
1 umol/L puede provocar la formacion de dimeros, lo que hace menos eficiente la amplificacion del producto
deseado de PCR. También pueden ocurrir uniones inespecificas de los cebadores a otras regiones con la
consiguiente sintesis de productos no deseados y, en consecuencia, el aumento de la sefial de fondo, que es
muy dificil de eliminar y reduce la sensibilidad de la deteccién (Wang y Wu, 1994; Brownie et al., 1997).
Kleiboeker en 2003 también utilizé un estandar interno para su ensayo cuantitativo, dicho estandar compite
con el ARN blanco y permite su cuantificacion absoluta lo cual hace que los resultados sean comparables en
el tiempo (Freeman et al., 1999). Ademas, el El aumenta la eficiencia de la extraccion del ARN viral pues
detecta los inhibidores endégenos de la RT-PCR (fuente de falsos negativos) y sirve de control de calidad de
dicha amplificacion ya que elimina los errores tubo a tubo en el ensayo.

Al desarrollar la etapa de deteccion para el SUMA, mediante hibridacion a una ultramicroplaca de poliestireno,
observamos que la solucidn de recubrimiento mas adecuada fue la de carbonato de sodio 0,1 mol/L a pH 9

con las sondas Q3 y Q3-NH.. De éstas, la Ultima presenta la mayor sefial, lo cual indica que el grupo amino

Gonzélez Gonzélez, YJ 88



CAPITULO 4: DISCUSION

favorece la union a la umplaca de poliestireno. Esto pudiera deberse a que las umplacas de poliestireno tienen
carga negativa a pH 9 y establecen interacciones electrostaticas con el grupo amino cargado positivamente
presente en las sondas. También es probable la formacion de puentes de hidrogeno entre el poliestireno y los
grupos aminos (Lehninger, 2009), por ello, la sonda que presenta dichos grupos produce sefiales mas altas
que las que no los portan. Ademas, el hecho de que las dos sondas Q3 (con o sin NHy) presenten las mayores
sefiales de fluorescencia nos indica que el acceso del amplicon complementario a ellas y la hibridacion de
ambos, estan mas favorecidos que el acceso Y la hibridacion del amplicon complementario a las sondas Q4,
probablemente por efectos estéricos que estén bloqueando el acceso eficiente entre las sondas Q4 y su
amplicon complementario (Tijssen, 1993). Por lo anterior, solamente se selecciond la sonda de captura Q3-
NH, para el ensayo de deteccion, aunque ello implic detectar la mitad de los amplicones totales que se
producen en la amplificacion y ésta puede ser una de las causas de que la detectabilidad del ensayo no sea
mayor, aspecto a mejorar en el futuro.

La solucion de glutaraldehido rindié niveles mas bajos de fluorescencia que la de carbonato de sodio 0,1 mol/L
a pH 9, esto pudiera deberse a que el glutaraldehido reacciona principalmente con los grupos NH, como una
base de Schiff y su interaccion con los grupos hidroxilos no esta tan favorecida, por lo que pudiera ocurrir un
entrecruzamiento entre las sondas a través del grupo amino y unirse una de ellas al poliestireno, lo cual
produce una estructura inestable propensa a desprenderse parcialmente en los procesos de lavados y con ello
disminuye la sefial de fluorescencia (Moss, 2001). Este resultado se corrobor6 cuando se disefiaron las
sondas de captura para el ensayo cuantitativo, pues también se prepararon sondas Q5 y S1 con y sin grupos
aminos y los mejores resultados se obtuvieron para las sondas aminadas (resultados no mostrados).

La concentracion de sonda seleccionada para ambos ensayos esta dentro del rango recomendado para los
ensayos de hibridacion in situ: 0,5 a 10 ng/uL (Tijssen, 1993). También se aconseja que se utilice una
concentracion que esté dentro de la meseta de la curva de Fluorescencia (UF) vs Concentracion de las
sondas, no obstante, si se utiliza un exceso de sonda (>10 ng/uL) puede reducirse la sefial a una tercera
parte, en lugar de aumentar la detectabilidad. Esto se explica por el llamado efecto gancho que hace que se
pierda gran parte de la sefial por desprendimiento, durante los lavados, del complejo amplicon-sonda, sobre

todo cuando se utilizan las umplacas cuyos pocillos son muy pequefios, de solo 35 L de capacidad (Tijssen,
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1993). Los ensayos que utilizan microplacas (pozos con capacidad para 200-250 uL) emplean la sonda entre
200 y 300 ng/pL, lo cual equivale a lo utilizado por nosotros con una capacidad del pocillo diez veces menor
(Instructivo del ensayo AMPLICOR® HCV Test, v 2.0, Roche MS Inc., 2001; Kleiboeker, 2003; Instructivo del
ensayo AMPLICOR HCV MONITOR®Test, v 2.0, Roche MS Inc., 2004).

La evaluacion de los dos ensayos UMELOSA® se realizd segun las guias nacionales e internacionales de
validacion para ensayos NAT (CECMED, Regulacion No. 47-2007, ECCLS, 1999; FDA, Guidance for Industry,
2011). El ensayo cualitativo presenta una especificidad clinica de 99,15 % (n= 118) ya que se obtuvo un falso
positivo. Esto evidencia el riesgo real de contaminaciones cruzadas o ambientales por aerosoles de
amplicones, por la frecuente apertura de los tubos en el paso de transferencia de la RT-PCR a la PCR2, por
eso la desinfeccién diaria con hipoclorito de sodio al 10 % y luz ultravioleta de 5 a 20 minutos es vital para
controlar el ambiente y asi disminuir la ocurrencia de falsos positivos (Aslanzadeh, 2004). Al evaluar en ambos
ensayos sueros y plasmas negativos, se probd que no existen diferencias significativas entre estos (cualitativo:
p=0,1818; cuantitativo: p=0,2116, prueba de Fisher, p<0,05), ni entre los positivos (cualitativo: p=0,2753;
cuantitativo: p=0,9715, prueba T Student, p<0,05) lo cual valida ambos tipos de muestras. El estudio de
especificidad clinica del Versant HCV ARN v3.0 con 1 000 sueros y 1 504 plasmas rindié resultados similares
a los nuestros (p= 0,5, prueba de Fisher, p<0,05), pero produjo nueve falsos positivos, que al ser reevaluados
dieron negativos, con lo que se alcanzé una especificidad clinica de 99,6 %, (n= 2504) (Gorrin et al., 2003). El
AMPLICOR® Hepatitis C Virus, v 2.0 presentd una especificidad clinica de 100 % (n= 495), pero este ensayo
utiliza la enzima N-uracil glicosilasa (Longo et al., 1990) que destruye todos los posibles amplicones que
existan en la muestra antes de comenzar la amplificacion y esto disminuye al minimo la contaminacion por
arraste (Instructivo del estuche Amplicor HCV Test v 2.0, 2001). Por los resultados obtenidos para ambos
ensayos, se pueden emplear muestras de suero y plasma humano, siempre y cuando este Gltimo se obtenga
con los anticoagulantes CPDA-1 o0 EDTA y nunca con heparina porque inhibe el ensayo y es fuente de falsos
negativos y de muestras no cuantificables (Holodniy et al., 1991; Kleiboeker, 2003).

Hasta 1997, los ensayos de determinacion del ARN del VHC no mostraban el mismo resultado para una
muestra, e incluso usaban diferentes unidades de cuantificacion (Kamili et al., 2012). Debido a la importancia

de una determinacion mas exacta para el correcto seguimiento de los pacientes en tratamiento, la OMS
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establecio el primer Estandar Internacional de ARN del VHC en Unidades Internacionales (Ul), las cuales son
usadas en la actualidad por todos los ensayos (Saldanha et al., 1999).El trabajo conjunto de la OMS, la FDA'y
la EMEA ha permitido armonizar los requerimientos de especificidad y sensibilidad para los ensayos NAT
empleados en las pruebas para la liberacion de bolsas de sangre en los bancos de sangre. Igualmente ocurre
con las unidades utilizadas para expresar la CV de los estandares y materiales de referencia disponibles para
el control de estas técnicas, pues hasta hace unos afios se utilizaban indistintamente las unidades de copias
por mL (cop/mL) y los genomas equivalentes por mL (geg/mL). La FDA exige para la pesquisa de VHC en
bolsas de sangre individuales una sensibilidad o LD del 95 % de 5000 Ul/mL (FDA Guidance for Industry,
2011), mientras que para evaluar mezclas de plasmas en bancos de sangre o para utilizar hemoderivados en
Europa, se exige una sensibilidad minima igual o menor a 100 Ul/mL (Tabor, 1999; Saldanha et al., 2000). La
sensibilidad del ensayo cualitativo (101,7 Ul/mL) cumple con lo exigido por las regulaciones internacionales
para la pesquisa de bolsas de sangre o plasma para hemoderivados, siempre y cuando el nimero de bolsas a
mezclar se regule de acuerdo a la sensibilidad del ensayo, en nuestro caso las mezclas serian de 50 bolsas,
tedricamente, pero la practica ha demostrado que lo mas recomendable es trabajar con mezclas de 24 bolsas
y asi minimizar el riesgo de que una bolsa positiva, con una CV muy baja, escape a la pesquisa (Fryer y Minor,
2009). Al evaluar el IS (Tabla 3.9), se observa que 100 Ul/mL (n =24) se detecta el 88 % de las veces y esto
puede deberse al bajo nimero de réplicas realizado para cada dilucion del estandar (n= 24); un estudio similar
del AMPLICOR®HCYV Test v 2.0 detecta 50 Ul/mL del IS 96/790 el 100 % de las veces, con n= 108 (Instructivo
del estuche Amplicor HCV Test v 2.0, 2001).

Debemos sefialar que aunque es analitica y clinicamente favorable contar con ensayos muy sensibles para la
deteccion temprana y el monitoreo de terapias (cuya efectividad se basa en alcanzar CV muy bajas en cortos
periodos de tiempo para poder detectar si hay resistencia a farmacos antivirales o no), si se puede afirmar que
clinicamente, y sobre todo para la confirmacion del diagndstico, no es significativamente diferente que un
ensayo tenga un LD del 95 % de 100 o 1 000 Ul/mL, pues en investigaciones realizadas por el NIBSC, durante
el inicio de la infeccion, la rampa de subida de la CV del VHC es muy alta, 2,5 veces mayor que la del VIHy la
del VHB (Saldanha et al., 2000), lo cual permite que el VHC sea detectado por RT-PCR a partir de los 12 dias

de su infeccion, dado que los valores de CV pueden llegar a ser de 6-8 logio (Tabor et al., 1999).
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No obstante, en la actualidad los productores de ensayos cualitativos compiten por alcanzar niveles mas bajos
de deteccion, ejemplo de ello son los ensayos producidos por Roche Molecular Systems (Pleasanton,
EE.UU.), lider de este mercado: el AMPLICOR® HCV Test v 2.0, tiene un LD del 95 % de 60 UI/mL en suero y
de 50 Ul/mL en plasma (Martins et al., 2013), el del COBAS AMPLICOR®HCV Test v 2.0 es de 60 Ul/mL en
suero y de 50Ul/mL en plasma (Cabezas-Fernandez y Cabeza-Barrera, 2012) y el del COBAS
Ampliprep/Cobas Tagman HCV Test (aunque es otro principio de ensayo, PCR en tiempo real y disefiado
especificamente para pesquisa en banco de sangre) es de 28 Ul/mL (Vermehren et al., 2011). Estos niveles
tan bajos de deteccién no solo buscan detectar cada vez mas tempranamente un paciente en periodo de
ventana (fase aguda de la enfermedad), detectar al paciente en la pesquisa de bancos de sangre y asi
disminuir a cero la transmisién por esta via, 0 monitorear adecuadamente el tratamiento, sino que también
aseguran un mercado muy lucrativo y casi exclusivo para las grandes empresas productoras de
diagnosticadores en el mundo (Roche, Siemens y Abbott), lo cual hace incosteable que un pais en vias de
desarrollo utilice ensayos comerciales de esta “calidad” para el diagndstico y seguimiento del tratamiento de
su poblacion, de forma gratuita. Por ello, el contar con un ensayo propio, cuya produccion sea sustentable y
esté a la disposicion de nuestros programas nacionales de salud, nos permite disponer de una herramienta de
trabajo muy valiosa, aun cuando no alcance valores tan bajos de detectabilidad pero que si posee una
sensibilidad y calidad que cumplen con los requerimientos establecidos internacionalmente para los ensayos
NAT.

Los primeros ensayos NAT para VHC, tanto cualitativos como cuantitativos, presentaban niveles distintos de
exactitud en la cuantificacion de determinados genotipos, ejemplo de ello es que la mayoria de los ensayos
subestimaban el genotipo 3 (Pawlotsky, 1999; Pawlotsky, 2003a; Morishima, 2004, Mauss et al., 2012). La
evaluacion del panel Pelicheck (Tabla 3.8) en el ensayo cualitativo mostré que este detecta los genotipos 1y 3
con porcentajes de positividad comparables con los obtenidos en el Segundo Estudio de Colaboracion
Internacional para la caracterizacion del panel, referidos en el Instructivo del panel (Instructivo del panel
Pelicheck HCV-RNA, 2005), el cual define como una adecuada sensibilidad para estos sistemas, la
equivalente a la deteccion de 3600 geqg/mL (947,4 Ul/mL) y, preferiblemente, de 900 geg/mL (236 Ul/mL) para

el genotipo 1 el 100 % de las veces. Nuestro ensayo logra detectar hasta 600 geg/mL (157 Ul/mL) de genotipo
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3 el 100 % de las veces con el nuevo oligo VHC 12n. Si consideramos el analisis de secuencia realizado para
todos los genotipos (figura 3.3), podemos especular que todos los genotipos pudieran ser igualmente
detectados con buena sensibilidad por el ensayo cualitativo, lo cual es muy importante porque en nuestro pais,
aunque el genotipo 1b es el mas frecuente (Padron et al., 1995a; Roca et al., 1999; Vilar et al., 2007;
Gonzélez-Horta et al., 2011; Rodriguez-Lay et al., 2012), también circulan los genotipos 2, 3, 4 y 6. Al evaluar
el Panel de Genotipado 02/202 con el ensayo cuantitativo, este presentd buena sensibilidad hasta 500 Ul/mL
para todos los genotipos evaluados, excepto para el genotipo 3; incluso a 250 Ul/mL, todos los genotipos
salvo el 3y el 6, mostraron un 100 % de positividad. La variabilidad en la determinacion de la CV para los
diferentes genotipos también se evidencia en un estudio comparativo de las versiones 1y 2 del ensayo Bayer
Versant HCV, donde utilizan la tecnologia del ADN ramificado (Detmer et al., 1996). En él se muestra que
ambos ensayos cuantifican mejor el genotipo 1 que el 2 y el 3. Para la version 1, el porcentaje de positividad a
1000 Ul/mL para el genotipo 1 es de 97 % y para los genotipos 2 y 3 es de 67 %, mientras que para la version
2, es de 99 % para genotipo 1 y de 93 % para el 2 y el 3. Ademas, plantean que el genotipo 6 es 1,5 veces
menos detectable por la version 1 que por la 2. Esto puede deberse a la gran variabilidad viral entre genotipos
e incluso dentro del mismo genotipo y a que es muy complejo detectar todos los genotipos con igual
sensibilidad con solo un juego de cebadores (Huarte y Casi, 2004; Desombere et al., 2005; Marquez-Rosales
et al., 2008). Otro estudio que evalu6 el Segundo Panel de Proficiencia de la Union Europea para la Accion
Concertada para la hepatitis C por el ensayo COBAS AMPLIPREP/ COBAS AMPLICOR HCV MONITOR,
mostrd una cuantificacion menor para el genotipo 3 que la referencia del panel (Erali et al., 2000).

La especificidad y la exactitud genotipica del ensayo cuantitativo se determinaron con muestras de los
genotipos 1, 2, 3 y 6. Los resultados obtenidos en la cuantificacion de los genotipos del VHC (ANEXO 6)
muestran que la totalidad de las diferencias entre los logio del valor obtenido y la referencia son inferiores a
* 1 log1o, con el 94,3 % (32/35) de los valores por debajo de 0,4 logio. El promedio total de las diferencias de
logio es de 0,16 y para cada genotipo es de: 0,17 (genotipo 1), 0,16 (genotipo 2), 0,20 (genotipo 3) y 0,09
(genotipo 6), donde todas son inferiores a £ 0,5 logio, esto es evidencia de muy buena exactitud (Baylis et al.,
2005) en la cuantificacion de todos los genotipos pues, aungque no se evaluaron en este ensayo muestras de

los genotipos 4 y 5, si lo fueron en el ensayo de sensibilidad genotipica para una detectabilidad de 100 %
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hasta 250 Ul/mL. La gran variabilidad descrita en la determinacion de la CV para los diferentes genotipos
(Huarte y Casi, 2004; Marquez-Rosales et al., 2008) solo se aprecié al estudiar la sensibilidad genotipica para
los genotipos 3 y 6 a 500 Ul/mL y 250 Ul/mL, concentraciones inferiores al LD 95% del ensayo
(693,12 Ul/mL). Esto demuestra que el juego de cebadores utilizado en nuestro ensayo permite detectar y
cuantificar adecuadamente los seis genotipos y es capaz de detectar todos los genotipos del virus a
concentraciones cinco veces menores que las recomendadas por la FDA 'y las normas europeas (5 000 Ul/mL)
(FDA Guidance for Industry, 2011; Paul Ehrlich, 2003) con 100 % de positividad.

Al estudiar la especificidad analitica de los ensayos cualitativo y cuantitativo, frente a 38 muestras positivas a
diferentes patdgenos y negativas a anti-VHC, todas resultaron negativas por ambos ensayos, lo cual es
posible debido a que la especificidad de la PCR se basa en la correcta unién del cebador al blanco de ADN y a
la habilidad de la polimerasa de replicar adecuadamente la region seleccionada. Dado que a mayor
temperatura maxima de hibridacion (Th) las condiciones se restringen mas y disminuyen las inespecificidades
(Saunders y Parkers, 1999) fue necesario que optimizaramos la Th y estableciéramos las condiciones de
astringencia. Ademas, en el ensayo cualitativo se realiza RT-PCR y PCR anidada, por lo que se utilizan cuatro
cebadores seleccionados de la RNC 5', region altamente conservada del genoma del VHC, lo que hace aln
mas especifica la determinacion (Young et al., 1993; Lee et al., 2000).

Los ensayos AMPLICOR® HCV Test, v 2.0 y AMPLICOR® HCV Monitor Test v 2.0 también muestran
especificidad clinica del 100 %; el primero estudid muestras de 34 patdgenos y el segundo estudio 75
muestras de 16 patdgenos, todas resultaron negativas en esos ensayos (Instructivo del estuche Amplicor HCV
Test v 2.0, 2001; Instructivo del estuche Amplicor HCV Monitor Test v 2.0, 2004).

No existe una concordancia absoluta entre los anticuerpos especificos al VHC y la deteccion del ARN viral,
pues el paciente puede tener anticuerpos contra el VHC y no tener replicacion viral, por haber hecho una
remision terapéutica o espontanea de la enfermedad (esta puede ser hasta de un 40 %) (OMS, 2012).
Ademas, la respuesta del individuo infectado frente al virus es variable y depende del hospedero y los ensayos
serolégicos presentan inespecificidad de 2-4 % (Padrén et al., 1995b). No obstante, muchos autores
establecen esa relacion de concordancia en sus estudios porque tienen un comportamiento similar, entre 50-

75 % (Alter et al., 1999), cifra que se eleva méas en los grupos de riesgo. Es por ello que obtuvimos mayor
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concordancia entre el UMELISA HCV y el UMELOSA® HCV CUALITATIVO cuando evaluamos pacientes del
Instituto de Gastroenterologia que cuando estudiamos los provenientes de banco de sangre (poblacion
supuestamente sana). Esto se debe a que los pacientes de la consulta de Gastrenterologia presentan
evidencias clinicas de la enfermedad y, por tanto, una mayor probabilidad de tener replicacion viral. No
obstante, 67 % es una cifra reducida porque el 51,1 % de dichos pacientes habia completado tratamiento con
interferdn o interferon combinado con amantadina y no presentaba carga viral detectable, o esta era menor al
limite de deteccion de la prueba en el momento de recoleccion de la muestra. Si tenemos en cuenta lo
anterior, el porcentaje de concordancia debiera ser mas elevado en los pacientes de consultas especializadas.
En 1993 Bouchardeau y colaboradores realizaron un estudio en pacientes hemodializados y encontraron una
concordancia entre anti-VHC y ARN viral del 90 % (de ellos, cuatro pacientes fueron positivos al PCR y
negativos a anti-VHC a los seis meses de hemodidlisis y luego seroconvirtieron a anti-VHC). En un estudio de
seroprevalencia y factores asociados a la hepatitis C realizado por Martinez y colaboradores en 2005, dentro
de una poblacion de 642 habitantes de los municipios Playa y Marianao, se encontraron cuatro anti-VHC
positivos y, de estos, dos ARN positivos (concordancia del 50 %), entre ellos un caso fue de trasmision vertical
y el otro fue una persona multitrasfundida. Un estudio realizado por Santana y colaboradores en 2009, en
unidades de hemodialisis de la region occidental de nuestro pais, mostrd una prevalencia de anticuerpos al
VHC de 76 % y una concordancia entre el UMELISA HCV y el UMELOSA® HCV CUALITATIVO del 55 %, lo
cual demuestra la alta prevalencia de esta enfermedad en los servicios de hemodialisis.

Al evaluar el Estandar Internacional (IS) en el ensayo cuantitativo mediante la correlacion de los valores
observados y esperados en una curva de RLP (figura 3.9), se obtuvo una pendiente de 0,9729, un coeficiente
de correlacion de 0,9964 y un coeficiente de determinacion de 0,9928, para una p< 0,01. Esto evidencia una
buena correlacion entre los valores observados y esperados del IS entre 1000 y 100 000 Ul/mL, lo cual implica
que los valores cuantificados por nuestro ensayo tendran buena exactitud y van a ser comparables con los
obtenidos por otros ensayos, ya que el estandar VHC es un estandar secundario del IS. Valores similares a los
anteriores se describen para otros ensayos como el VERSANT HCV RNA v3.0 donde la correlacion entre los
valores esperados y observados del IS fue de 0,9982 y la pendiente de 1,105, lo cual indica que existe

linealidad y buena correlacion entre ambos resultados (Desombere et al., 2005).
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Al comparar con otros ensayos el rango lineal de cuantificacion (2 000-300 000 Ul/mL) y el LD al 95 %
(693,12 Ul/mL) obtenidos para el ensayo cuantitativo pudimos observar que son similares a los mostrados por
el VERSANT HCV RNA v3.0, cuyo rango lineal de cuantificacion fue de 1 500-96 000 Ul/mL y con un LD al
95 % de 625 Ul/mL (Trimoulet et al., 2002). Ademas, el ensayo de referencia AMPLICOR HCV MONITOR®
Test v 2.0 describe un rango lineal de cuantificacion de 600-850 000 Ul/mL y un valor del LD al 95 % de
600 Ul/mL (Instructivo del ensayo, Roche Inc., 2004). Es necesario sefialar que existen ensayos como el
Abbott Real time HCV con rangos de cuantificacion muy amplios de 12-1x108 y LD al 95 % de 12 Ul/mL (Pyne
et al., 2009), como estan basados en la PCR en tiempo real, donde la deteccién ocurre simultdneamente a la
amplificacion, en ellos se trabaja en una zona muy lineal de la curva de eficiencia enzimatica lo cual permite
que se alcancen esos valores para los parametros mencionados. En cambio, nuestro ensayo de PCR es de
punto final a saturacién enzimatica, trabaja en una zona de linealidad media donde no es posible alcanzar un
rango lineal tan amplio. No obstante, los resultados obtenidos avalan su uso eficiente en el monitoreo de la
terapia.

Al analizar la reproducibilidad intra e interensayo de los ensayos cuantitativos, encontramos autores que
plantean que la exactitud es aceptable con una diferencia de hasta 1 logio, pues es clinicamente significativo
cuando la viremia varia en £2 log10 como respuesta a la terapia antiviral (Lok y Pawlotsky, 2012). En un
estudio comparativo de tres ensayos (dos de PCR en tiempo real: Real Time HCV y Cobas AmpliPrep/Cobas
TagMan (CAP/CTM) y uno de ADN ramificado: Versant HCV RNA v3.0) se observa que los CVar intraensayo
oscilan de 0,72 % a 1,3 % para Real Time HCV, de 0,55 % a 1,35 % para el ensayo de ADN ramificado y de
1,4 % a 3,02 % para CAP/CTM (Vermehren et al., 2008), resultados similares a los de nuestro sistema a pesar
de haber sido obtenidos con ensayos totalmente automatizados. Los CVar intra e interensayo del UMELOSA®
VHC CUANTITATIVO estan dentro del rango que muestran otros ensayos de determinacion de la CV del
VHC: menores de 50 % y de 60 % de Ul/mL, respectivamente, valores que indican una reproducibilidad
adecuada para este tipo de ensayo (Trimoulet et al., 2002; Gorrin et al., 2003; Caliendo, 2006).

La determinacion del coeficiente de correlacion entre nuevos ensayos y un ensayo de referencia, es un buen
indicador de la exactitud alcanzada por el ensayo desarrollado y las mejores exactitudes se logran cuando r es

mayor o igual que 0,85 (Fryer y Minor, 2009). En el intento de desarrollar nuevos ensayos, algunos autores
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han explorado el genoma viral para buscar regiones mas conservadas para todos los genotipos, por ejemplo
Drexler y colaboradores en 2009 desarrollaron el ensayo HCV X-Tail NAT, con secuencias seleccionadas de
la RNC 3, region esta cuyo uso ha sido siempre muy cuestionado para el diagndstico porque en ella se
encuentra el tracto de poli Uracilo que es muy proclive a la accion de las nucleasas. Con este ensayo se
evaluaron 598 muestras de los genotipos del 1-6 contra el Versant HCV RNA v3.0, lo cual mostro coeficientes
de correlacion de: 0,92; 0,85; 0,95; 0,91; 0,95 y 0,96, respectivamente, para una correlacion final de r= 0,9233,
donde solo el 12 % de las muestras se desvio en mas de 0,5 logio del valor esperado para una desviacion
méxima de 0,85 logio. Una evaluacion entre AMPLICOR HCV MONITOR® v 2.0 y Versant HCV bDNA v3.0
mostr6 r=0,86 (Desombere et al., 2005). Otro estudio comparativo entre Real Time PCR Test y Cobas
Amplicor HCV Test, v 2.0, mostr6 r =0,6. EI Real Time PCR coincide con el Cobas Amplicor en 26 casos
(52 %), sobrestim 20 casos (40 %) y subestim6é 4 (8 %) (Hasan et al., 2012). Resultados similares se
obtuvieron en una comparacion entre un ensayo cualitativo “casero” (no comercial de Brasil) de RT-PCR
anidada y los ensayos Versant HCV RNA Test (basado en la TMA) y Cobas Amplicor HCV Test v 2.0. Las
correlaciones obtenidas fueron: r= 85,4 % entre el casero y el TMA; r=81,7 % entre el casero y el Cobas y
r=76,8 % entre el TMA y el Cobas (Martins et al., 2013). Al comparar el UMELOSA® HCV CUALITATIVO
contra el ensayo AMPLICOR® HCV Test, v 2.0, se encontré una concordancia total entre ambos (100 %);
cuando se comparé el UMELOSA® VHC CUANTITATIVO contra el AMPLICOR HCV Monitor® Test, v 2.0 se
obtuvo r =0,9393, asi como un promedio de las diferencias de logio de 0,21, inferior a 0,5 logio, ¥ una
variacion méaxima de 0,88 logio. Los coeficientes de correlacion pueden presentar valores muy disimiles, en
algunos casos llegan a ser muy bajos, incluso entre ensayos de referencia. Esto evidencia la gran variabilidad
(ue existe en estos ensayos, sobre todo en los cuantitativos y ello esta asociado a lo complejo de su disefio y
estandarizacion por ser ensayos moleculares. La reduccion de tal variabilidad requerird un enfoque
multifactorial para mejorar la precision, la confiabilidad y la utilidad clinica de los mismos, asi como lograr
armonizar sus resultados, meta que se han propuesto la FDA, el NIBSC y la OMS en el establecimiento de
nuevas pautas para su fabricacion (Hayden et al., 2011).

Después de realizar el andlisis economico sobre la base de los costos de produccion de ambos estuches en

Cuba con la nueva tecnologia, vemos que es factible economicamente su fabricacion, con un ahorro anual de
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$53 299,20 para los niveles actuales de produccion del UMELOSA® HCV CUALITATIVO y de $ 29 203,20
para el UMELOSA® VHC CUANTITATIVO si se produjera igual cantidad de estuches de los dos ensayos, lo
cual hace sustentable y sostenible la fabricacion de estos estuches para todo el pais.

Todos los resultados mostrados permiten concluir que la optimizacion de la extraccion y amplificacion, asi
como la deteccion de los productos amplificados mediante la tecnologia SUMA permitieron estandarizar dos
ensayos de diagnostico molecular con la calidad analitica requerida por las Normas Internacionales de
validacion de ensayos NAT y la Regulacion 47/ 2007 del CECMED, es por ello que esta institucion le concedid
el registro al UMELOSA® HCV CUALITATIVO en junio de 2002 (No. Registro: D0206-18C, Cuba) y al
UMELOSA® VHC CUANTITATIVO en febrero de 2010 (No. Registro: D1002-10, Cuba) (ANEXO 11).

Es importante sefialar que, dada la problematica de la infeccion del VHC en Cuba y el hecho de que nuestro
pais estd en vias de desarrollo, quizas debemos replantearnos algunos cambios en nuestros propios
algoritmos para la pesquisa y el seguimiento del VHC: La primera consideracion es con respecto a la pobre
interpretacion de los resultados del ensayo serologico UMELISA HCV, pues actualmente los resultados se
reportan en Reactivo 0 No Reactivo, cuando en realidad este es un ensayo semi-cuantitativo donde, en
dependencia de los valores de relacion de sus resultados, puede definirse si es necesario o no realizar un
ensayo de deteccion molecular, mucho mas costoso. Otra consideracion es con respecto a la poca
informacion sobre técnicas analiticas para la deteccion del VHC que tienen muchos medicos, incluso
gastroenterologos, pues al evaluar un paciente cronico, que nunca ha recibido tratamiento o no respondedor al
mismo, cada vez que se cita a consulta le orientan la realizacion de una prueba de deteccion del ARN viral,
cuando se conoce que en la etapa de cronicidad no se produce remision espontanea de la enfermedad, esto
solo ocurre en la fase aguda de la misma (Ghany, 2009).

Por otro lado, tenemos aquellos casos en los que el paciente lleva mas de cinco afios después de terminado el
tratamiento con una adecuada RVS y los médicos mantienen la indicacion de hacer diagndstico viral porque
detectan el anti-VHC positivo en el paciente (Padron et al., 1995b). Se plantea que la respuesta de anticuerpos
puede permanecer detectable hasta 20 afios 0 mas (Ghany, 2009), pues los llamados anticuerpos IgG, de
“memoria inmunoldgica’, aunque reduzcan sus concentraciones en sangre, €s muy poco probable que no

sean detectados por un ELISA de tercera generacion (tienen sensibilidad de 98-100 %), lo cual no significa
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que exista virus en fase replicativa en el paciente. En dichos casos también es posible utilizar los datos semi-
cuantitativos del UMELISA HCV, porque el valor de relacion que se obtiene para los anticuerpos de memoria,
a pesar de estar por encima del nivel de corte del ensayo, es un valor relativamente bajo (relacion entre 0,3y
0,8) con respecto a los que se obtienen cuando existe replicacion viral activa, que generalmente son muy
elevados (relacion > 0,8), con excepcion de los pacientes inmunocomprometidos.

Lo anterior nos permite proponer un nuevo algoritmo de pesquisa del VHC, el cual se muestra en el ANEXO 9.
El algoritmo esta basado en la respuesta de anticuerpos anti-VHC, obtenidas por el ensayo UMELISA HCV. Si
una persona es repetidamente seropositiva al anti-VHC y su Relacion (Fm-B)/ (P-B) es mayor que 0,8 (Fm:
Fluorescencia de la muestra; B: Fluorescencia del blanco; P: Fluorescencia del positivo), es muy probable que
se encuentre en una etapa aguda avanzada o en la etapa cronica de la infeccion donde la correlacion de los
resultados con el ARN viral son de 100%; sin embargo si esta Relacion es menor que 0,8, la persona puede
estar en la fase de seroconversion, en la etapa aguda inicial o ser un falso positivo de la prueba de
anticuerpos y por ello es imprescindible realizar un estudio de ARN viral para confirmar la presencia o no del
VHC. Este algoritmo nos va a permitir utilizar con mas eficiencia, las herramientas diagnésticas que tenemos.
Una vez que se comprobd que los ensayos UMELOSA® HCV CUALITATIVO y UMELOSA® VHC
CUANTITATIVO eran herramientas Utiles para el diagndstico y monitoreo de la carga viral durante el
tratamiento, nos dimos a la tarea de probar sus aplicaciones. ANEXO 12.

En 2004, el Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica decidié confirmar la presencia del
ARN del VHC por el ensayo UMELOSA® HCV CUALITATIVO a los siguientes grupos: 1) nifios con hepatitis C;
2) pacientes de trasplante hepatico y/o renal; 3) pacientes de servicios de hemodidlisis y 4) personas con
hepatitis cronica C detectadas en los bancos de sangre.

A finales de 2005 se introdujo el UMELOSA® HCV CUALITATIVO en el Sistema de Salud Cubano (Hospital
Hermanos Ameijeiras e Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri). Esto ha permitido la confirmacion y el
seguimiento de la terapia en nifios con hepatitis C crdnica, la evaluacion de todos los servicios de hemodialisis
del pais y de los pacientes y donantes del Programa Nacional de Trasplante (cornea, médula, corazén, higado

y rifién): Las cifras de determinaciones realizadas y de positivos detectados se muestran en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Determinaciones realizadas desde 2006 al primer semestre de 2013 y porcentaje de positividad

Afio Muestras evaluadas Positivas Porcentaje de positividad
2006 1054 613 58,16 %
2007 1143 609 53,28 %
2008 1333 837 62,79 %
2009 580 414 71,38 %
2010 910 374 41,10 %
2011 1643 334 20,33 %
2012 1479 564 38,13 %
lersemestre/ 2013 479 129 26,93 %
TOTAL 8621 3874 44,94 %

El UMELOSA® HCV CUALITATIVO también ha estado disponible en varios protocolos de ensayos clinicos y
en otros estudios realizados:

- 2002-2013: Apoyo al Programa de trasplante hepético y renal del CIMEQ mediante confirmacion diagnostica
de seropositivos al anti-VHC, evaluacion de pacientes en tratamiento con antivirales, de pacientes pendientes
de trasplante y donantes y de pacientes con trasplante hepatico o renal.

- 2003: Estudio de la tasa real de positivos en banco de sangre mediante el UMELISA HCV para la pesquisa
de los seropositivos a anticuerpos y el UMELOSA® HCV CUALITATIVO como prueba confirmatoria.

- 2004-2006: Evaluacion mediante UMELOSA® HCV CUALITATIVO de tres protocolos de ensayos clinicos
con extension nacional:

“Empleo de la terapia combinada de interferon alfa 2b recombinante y ribavirina como primer tratamiento
de la lesion hepatica cronica por el virus de la hepatitis C” (CIGB).

“Terapia de induccion con interferén alfa 2b recombinante asociado a ribavirina en pacientes con hepatitis
cronica C, contra grupo control tratado con esquema tradicional de empleo de interferon alfa 2b recombinante
asociado a ribavirina” (IGE).

“Empleo de triple terapia en pacientes con hepatitis C cronica con interferon alfa 2b recombinante,
ribavirina y Viusid, contra grupo control tratado con interferdn alfa 2b recombinante y ribavirina” (IGE).

- 2011-2013: Evaluacion mediante UMELOSA® HCV CUALITATIVO del ensayo clinico de fase Il “Evaluacion
de la seguridad y farmacodinamica de Terap C: una preparacion vacunal de uso terapéutico en el tratamiento
de la hepatitis cronica por el VHC. Ensayo controlado, aleatorizado, con cegamiento”. (CIGB-IGE).

- 2013: Estudio de seroprevalencia del VHC en servicio de hemodilisis de La Habana y Artemisa (CIGB).
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En 2009 se realizaron dos evaluaciones externas del ensayo UMELOSA VHC CUANTITATIVO en el
Laboratorio de Referencia de las Hepatitis virales del IPK con resultados muy satisfactorios. (ANEXO 13)

Con este trabajo se demuestra la importante repercusion que tiene la aplicacion de estas novedosas técnicas
diagndsticas en nuestro pais, en la indicacion de terapia y el seguimiento de pacientes en tratamiento, asi

como su efecto en la disminucion de la prevalencia del VHC en nuestra poblacion.
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1. La estandarizacion del procedimiento de extraccion del ARN del VHC, permitio disminuir los volimenes de
muestras/reactivos y el tiempo de ensayo, asi como reformular el tampdn de lisis con un ARN heter6logo que
posibilita la co-precipitacion del ARN viral y el aumento de su estabilidad a 4 °C, con implicaciones positivas para el
aislamiento del genoma viral con la calidad requerida para su posterior amplificacion. La introduccion del Estandar
interno en el tampon de lisis garantiza la cuantificacion absoluta del ARN del VHC vy la robustez del ensayo
cuantitativo.

2. La estandarizacion de la amplificacion del ARN viral del ensayo cualitativo, permitié optimizar las
condiciones de la RT-PCR y la PCR anidada y la introduccion de un cebador propio permitid incrementar
significativamente la sensibilidad y especificidad genotipica del ensayo. Por otra parte, la introduccion de los
cebadores propios para la RT-PCR competitiva, permite amplificar el ARN viral y el estandar interno en un solo
paso, lo que posibilita la cuantificacion del ARN del VHC y por ende, el monitoreo de la terapia.

3. El disefio propio de las sondas de captura, la seleccion de las concentraciones Optimas de trabajo y el
establecimiento de las condiciones de recubrimiento, permitieron la estandarizacion de la etapa de deteccion de los
ensayos cualitativo y cuantitativo mediante la tecnologia SUMA, lo que las hace técnicas factibles de ser
introducidas en la Red Nacional de Salud.

4, El ensayo UMELOSA® HCV CUALITATIVO desarrollado puede ser usado con suero o plasma humano,
exhibe buena especificidad clinica, analitica y genotipica. Ademas, la prueba muestra un adecuado limite de
deteccion, robustez y concordancia con el AMPLICOR® HCV Test, por lo que cumple con los requerimientos de
sensibilidad y especificidad para ser usado como prueba confirmatoria, en el seguimiento terapéutico y para la
pesquisa de mezclas de plasma para hemoderivados.

5. El ensayo desarrollado UMELOSA® VHC CUANTITATIVO presenta una buena especificidad clinica,
analitica y genotipica, buena reproducibilidad, robustez, rango lineal de cuantificacion, limite de deteccion y
concordancia con el AMPLICOR HCV MONITOR® Test, lo que permite que el ensayo pueda ser utilizado para el
seguimiento terapéutico de pacientes bajo tratamiento.

6. Dadas las ventajas de la Tecnologia SUMA y el costo de los ensayos desarrollados, UMELOSA® HCV
CUALITATIVO y UMELOSA® VHC CUANTITATIVO, es econdmicamente factible producir los mismos, de forma

estable y sostenible, lo cual implica un considerable ahorro de divisas para nuestro pais.
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1. Estandarizar un ensayo cualitativo basado en un solo paso de RT-PCR y que contenga un estandar
interno para detectar los falsos negativos por inhibicion.

2. Disefiar nuevas sondas de deteccién que sean complementarias a las secuencias de los productos
amplificados y que no se bloqueen mutuamente, con el objetivo de aumentar la detectabilidad de los ensayos.
3. Evaluar muestras positivas al VHC de los genotipos 4 y 5 con concentraciones dentro del rango lineal de
la curva de cuantificacion del UMELOSA® VHC CUANTITATIVO, con el objetivo de evaluar la exactitud de su

cuantificacion.
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ANEXO 1. Visualizacién de los resultados del UMELOSA HCV CUALITATIVO

/' Software para Lectores de Tiras

Sisterna Placas Pacientes Reportes  Avuda
Bl I Sa=~MEANE,
JEMLIOZTT A UMELOSA HCV CUALITATIVO - Placa: P231031030m
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%, UMELOSA VHE
+ @ Vigiancia Epidemi
#-f Sistema Fotdmetra
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B Configuracion del sist—
¥
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s

Leyenda: CN o E3: Control Negativo; CP o E4: Control Positivo;

MN: Muestras Negativas; MP: Muestras Positivas
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ANEXO 2. Visualizacién de los resultados del UMELOSA VHC CUANTITATIVO

Software para Lectores de Tiras

Sistema Placas Pacientes Reportes Ayuda
g-i-20 9
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Leyenda: Ctrol Neg: Control Negativo; CC: Control de Calidad; Lim. Inf.: Limite inferior del CC; Lim Sup.:
Limite superior del CC; rZ coeficiente de determinacion de la regresion lineal ponderada; Relacion (R):

MediaVHC/ MediaEl; Gréfico: Logio R vs Logio Concentracion (Ul/mL)
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ANEXO 3. Resultados de estudios de estabilidad de estandares del ARN del VHC almacenados en

Tampon de lisis (TL) a 4 °C hasta 12 meses con un ARN heterélogo.

Patente No. 23588, 2010.

Tabla 3A. Estudios de estabilidad de estandares del ARN del VHC almacenados en TL a 4 °C hasta 12 meses con un
ARN heterélogo.

Tiempo de conservacion

3 meses

6 meses

12 meses

24 meses

Log Carga Viral VHC (Ul/mL). Medias

TL+ARN VHC, 4°C

TL+ARN VHC,-20°C

2,91E+04

8,68E+04

2,09E+04

2,16E+04

3,36E+04

1,01E+04

3,75E+04

9,46E+04

Tabla 3B. Carga Viral a los 6, 14 y 24 meses con respecto a los 3 meses, para muestras conservadas a 4 °C y -20 °C.

Diferencia entre estimaciones de Carga Viral en Logio

3 meses/ 6 meses

3 meses/ 14 meses

3 meses/ 24 meses

Muestras a 4°C

-0,14 0,06 0,11
Muestras a -20°C
-0,60 -0,94 0,04
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ANEXO 4. Evaluacion de la especificidad analitica o reactividad cruzada con otros microorganismos

para el UMELOSA HCV CUALITATIVO y el UMELOSA VHC CUANTITATIVO

UMELOSA HCV UMELOSA VHC
No. CUALITATIVO CUANTITATIVO
Tipo de muestra
muestras _ Carga viral
Fluorescencia (UF)
ARN VHC (Ul/mL)

VHA 7 17,0 £5,6 <Cl

VHB 7 148+54 <Cl

VLTH 2 12,6 £2,7 <C1

VIH 1/2 8 145+5,1 <Cl

Dengue 5 106 £ 2,7 <Cl

Fiebre amarllla 1 136429 <Cl
(cepa viral)

Encefalitis de. San Luis 1 152401 <Cl
(cepa viral)

Trypanosoma cruzi 5 18,0+2,0 <Cl

Hepatitis Autoinmune 2 119+20 <Cl

Leyenda: Ensayo cualitativo los resultados No detectables son < 40 UF
Ensayo cuantitativo los resultados No cuantificables son < C1
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ANEXO 5. Evaluacion de Robustez en el UMELOSA HCV CUALITATIVO

ANEXO 5A. Robustez con muestras positivas de baja carga viral, evaluadas en diferentes condiciones

Positivas
(Baja Carga viral) Resultados

(n=24)

Muestra 1 2100
Muestra 2 2100
Muestra 3 210+0
Muestra 4 2100
Muestra 5 2100
Muestra 6 2100
Muestra 7 2100
Muestra 8 210+0

ANEXO 5B. Robustez para detectar contaminacion cruzada

No. Muestras Resultados No. Muestras Resultados
Muestra 1 Positiva 210+0 Muestra 12 Negativa 13,2+2,3
Muestra 2 Negativa 87+0,3 Muestra 13 Positiva 2100
Muestra 3 Positiva 2100 Muestra 14 Negativa 14,7+0,8
Muestra 4 Negativa 21,4+19 | Muestra 15 Positiva 210+0
Muestra 5 Positiva 2100 Muestra 16 Negativa 10,6+ 0,3
Muestra 6 Negativa 16,3+ 0,6 | Muestra 17 Positiva 210+0
Muestra 7 Positiva 2100 Muestra 18 Negativa 23,7+1.2
Muestra 8 Negativa 9,9+0,8 Muestra 19 Positiva 2100
Muestra 9 Positiva 2100 Muestra 20 Negativa 154+27
Muestra 10 Negativa 16,3+ 1,4 | Muestra 21 Positiva 2100
Muestra 11 Positiva 210+ 0 Muestra 22 Negativa 20,5+ 0,6
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ANEXO 6. Exactitud Genotipica entre UMELOSA VHC CUANTITATIVO y AMPLICOR HCV Monitor

(Cuantificacion de 35 muestras de los genotipos 1, 2, 3y 6 del VHC)

UMELOSA VHC CUANTITATIVO | Amplicor HCV Monitor
l\/luestra Genotipo Con(Eel;::]rE)c on Log 10 Con(c&;;rlz_a)c 1on Log 10 | Dif Log 10 VI.DX,bI;g?J:o

190 1 1,51E+06 6,18 1,74E+06 6,24 -0,06 0,06

333 1 2,06E+06 6,31 2,09E+06 6,32 -0,01 0,01

1134 1 7,56E+04 4,88 2,69E+05 543 -0,55 0,55

1153 1 2,21E+06 6,34 2,14E+06 6,33 0,01 0,01

353-IP 1 1,29E+06 6,11 1,70E+06 6,23 -0,12 0,12

9568(7) 1 7,61E+06 6,88 4,18E+06 6,62 0,26 0,26

9571(6) 1 2,26E+06 6,35 5,14E+06 6,71 -0,36 0,36

9564 1 6,86E+06 6,84 5,52E+06 6,74 0,09 0,09

9572(8) 1 4,52E+06 6,66 1,79E+06 6,25 0,40 0,40

9569 1 5,37E+05 573 8,97E+05 5,95 -0,22 0,22

9567 1 7,34E+06 6,87 7,28E+06 6,86 0,00 0,00

9570 1 1,10E+05 5,04 1,21E+05 5,08 -0,04 0,04

9573 1 3,89E+05 5,59 6,69E+05 5,83 -0,24 0,24

P189 1 1,77E+06 6,25 1,96E+06 6,29 -0,05 0,05

337-IP 1 1,87E+04 4,27 1,38E+04 4,14 0,13 0,13

132 1 7,06E+05 5,85 1,17E+06 6,07 -0,22 0,22

3CRS 1 1,66E+06 6,22 1,86E+06 6,27 -0,05 0,05

1101 1 1,22E+05 5,09 1,78E+05 5,25 -0,16 0,16

156 1 5,38E+05 573 4,79E+05 5,68 0,05 0,05

551 1 2,88E+06 6,46 1,38E+06 6,14 0,32 0,32

346 1 3,25E+05 5,51 2,14E+05 5,33 0,18 0,18 0,17

ECII 2 764852,13 5,88 1,13E+06 6,05 -0,17 0,17

1357 2 7,69E+04 4,89 4,07E+04 4,61 0,28 0,28

ECII-33 2 2,31E+06 6,36 2,37E+06 6,37 -0,01 0,01

IG 20 2 2,80E+04 4,45 6,64E+04 4,82 -0,37 0,37

1172 2 1,96E+04 4,29 2,19E+04 4,34 -0,05 0,05

IG-10 2 5,81E+06 6,76 5,14E+06 6,71 0,05 0,05 0,16

IG-23 3 8,21E+05 591 8,77E+05 5,94 -0,03 0,03

774-1P 3 5,35E+03 3,73 5,28E+03 3,72 0,01 0,01

P197 3 1,50E+05 5,18 1,14E+06 6,06 -0,88 0,88

ECII-P4 3 7,02E+05 5,85 8,08E+05 591 -0,06 0,06

IP-57 3 5,38E+06 6,73 5,39E+06 6,73 0,00 0,00 0,20

2(L) 6 4,12E+06 6,61 4,17E+06 6,62 -0,01 0,01

5(L) 6 7,80E+06 6,89 5,01E+06 6,70 0,19 0,19

360 6 1,84E+05 5,27 2,19E+05 534 -0,07 0,07 0,09
Promedio de las diferencia Logio de los 4 genotipos 0,16
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ANEXO 7. Analisis probabilistico PROBIT del ensayo UMELOSA® VHC CUANTITATIVO

LD al 95 porciento: 693,12 Ul/mL (intervalo de confianza 542,28 a 1031,52 Ul/mL)

Gonzélez Gonzélez, YJ

Porcentaje

© 00 N O Ol & WD -

O O O WO O WO W O © © 0w ~No uab whhE
O O N ol D WNPFP OO OO0 OO o o o

(FINNEY, 1971)

Percentil

-693,413
-598,236
-537,850
-492,423
-455,472
-424,021
-396,444
-371,753
-349,297
-328,626
-175,026

-64,2694
30,3680
118,823
207,279
301,916
412,673
566,273
586,944
609,400
634,091
661,667
693,119
730,070
775,496
835,883
931,060

Error

196,396
176,978
164,715
155,526
148,080
141,766
136,249
131,326
126,866
122,775
93,0233
72,8081
57,3109
45,8946
40,1340
42,8536
55,6144
81,2830
85,0704
89,2394
93,8802
99,1237
105,170
112,348
121,264
133,239
152,321

Inferior

-1339,58
-1179,35
-1077,79
-1001,48
-939,451
-886,704
-840,495
-799,156
-761,592

-727,045
-471,636
-290,017
-138,610
-3,98698
116,945
223,668
324,832
447,044
462,782
479,765
498,322
518,923
542,284
569,578
602,948
647,062
716,171

Superior

-417,944
-349,503
-305,967
-273,142
-246,387
-223,568
-203,521
-185,535
-169,146

-154,029
-40,3926
44,0961
120,069
197,972
289,566
410,222
575,165
821,999
855,925
892,896
933,663
979,318
1031,52
1093,01
1168,78
1269,76
1429,32
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ANEXO 8. Analisis comparativo de los resultados entre el AMPLICOR HCV MONITOR® y el UMELOSA® VHC CUANTITATIVO

Gonzélez Gonzélez, YJ

Concentracion ARN del VHC (Ul/mL) Lodio (Concentracion ARN del VHC)
No Muestra 8 Fact Dil Amplicor UMELOSA Amplicor UMELOSA Diferencia Lodio
1 23860 1 3.46E+04 6.37E+04 454 48 -0.26
2 23980 10 2, 47E+05 1,27E+05 5,39 51 0,29
3 23979 10 5,08E+05 2,85E+05 5,71 5,45 0,26
4 23938 10 5,92E+05 6,88E+05 5,77 5,84 -0,07
5 23992 10 7,62E+05 5,47E+05 5,88 5,74 0,14
6 23978 10 2,28E+05 2,62E+05 5,36 5,42 -0,06
7 23998 100 7,19E+06 5,05E+06 6,86 6,7 0,16
8 23969 100 3,40E+06 4,15E+06 6,53 6,62 -0,09
9 23814 100 1,64E+06 1,40E+06 6,21 6,14 0,07
10 23974 10 7 40E+05 4,74E+05 5,87 5,68 0,19
11 23854 100 8,53E+06 1,85E+07 6,93 7,27 -0,34
12 23990 100 1,08E+06 1,20E+06 6,03 6,08 -0,05
13 EC1 100 9,46E+06 1,08E+07 6,98 7,03 -0,05
14 EC2 100 7,25E+06 6,56E+06 6,86 6,82 0,04
15 EC4 10 4 53E+05 4 48E+05 5,66 5,65 0,01
16 EC5 10 4 46E+05 1,53E+05 5,65 5,18 0,47
17 EC10 100 5,13E+06 4,46E+06 6,71 6,65 0,06
18 EC13 10 3,03E+05 2,18E+05 5,48 5,34 0,14
19 23951 1 4 55E+03 9,20E+03 3,66 3,96 -0,3
20 13 100 1,83E+06 6,33E+06 6,26 6,8 -0,54
21 30 100 4,00E+06 3,16E+06 6,6 6,5 0,1
22 31 10000 1,97E+07 3,15E+07 7,29 75 -0,21
23 32 10 4,37E+05 7,66E+05 5,64 5,88 -0,24
24 34 100 2,37E+06 4,95E+06 6,37 6,69 -0,32
25 35 10 3,46E+04 8,72E+04 4,54 4,94 -0,4
26 36 100 8,86E+06 6,33E+06 6,95 6,8 0,15
27 37 100 2,03E+06 3,78E+06 6,31 6,58 -0,27
28 39 100 1,05E+06 4.40E+06 6,02 6,64 -0,62
29 40 100 7,88E+06 5,43E+06 6,9 6,73 0,17
30 41 100 1,76E+06 6,66E+06 6,25 6,82 -0,57
31 43 1000 2,17E+06 6,68E+06 6,34 6,82 -0,48
32 44 100 4 59E+06 5,84E+06 6,66 6,77 -0,11
33 74 100 6,25E+06 8,85E+06 6,8 6,95 -0,15
34 4 100 8,61E+06 6,33E+06 6,93 6,8 0,13
35 9 10 3,75E+05 2,83E+05 5,57 5,45 0,12
36 21 1 3,57E+04 2,24E+04 4,55 4,35 0,2
38 42 100 4 40E+06 3,80E+06 6,64 6,58 0,06
39 45 1 1,33E+05 1,56E+05 5,12 5,19 -0,07
40 49 10 3,60E+05 3,11E+05 5,56 5,49 0,07
41 50 100 3,86E+06 2,55E+06 6,59 6,41 0,18
42 EPB 10 2,13E+06 2,92E+06 6,33 6,47 -0,14
43 17 100 2,73E+05 3,60E+05 5,44 5,56 -0,12
44 60 10 2,67E+06 7,30E+06 6,43 6,86 -0,43
45 3322 1 2,20E+04 6,66E+04 4,34 4,82 -0,48
46 23820 10 2,15E+05 1,88E+05 5,33 5,28 0,05
47 23941 10 6,64E+05 4 85E+05 5,82 5,69 0,13
48 23947 10 3,06E+06 6,85E+05 6,49 5,84 0,65
49 23857 10 4,60E+05 2,77E+05 5,66 5,44 0,22
50 23975 100 1,48E+06 3,25E+05 6,17 5,51 0,66
Promedio diferencia Logio= 0,24
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ANEXO 9. ALGORITMO DE PESQUISA DEL VHC

Donante (Banco de Sangre) o
, i —
personaen Grupo de Riesgo

l 2de Anti-VHC

/ \ VHC +
-

VHC -
3 Anti-H(;‘V \ \

VHC - VHC + ~ (SiRelacion (Fin-B)/(P-B) = 0.8) (SiRelacion (Fm-B)/(P-B) < 0,8)

l AI{T P(%R
w” N A

(' v
Normal Etapa aguda avanzada PCR - PCR+
o o cronicidad l
Anticuerpos de memoria  Seroconversion o
N . ' - Rernision teran éutic: Etapa agudainicial
oo vP X Remision terapéutica o paagud !
seguimiento ALT y PFH ‘ _ Falsos positivos (3%)
cada 3 meses espontanea

Seguimiento por ALT + PCR, anual l

PCR 4,12, 24 v 48 semanas ALT + Bippsia *
: Tratamiento

Nueva propuesta de algoritmo de pesquisa del VHC, basado en la respuesta de anticuerpos anti-VHC obtenidas por el
ensayo UMELISA HCV. Si una persona es repetidamente seropositiva al VHC y su Relacién (Fm-B)/ (P-B) es mayor que
0,8, es muy probable que se encuentre en una etapa aguda avanzada o en la etapa crénica de la infeccion donde la
correlacion de los resultados con el ARN viral son de 100%; sin embargo si esta Relacion es menor que 0,8, la persona
puede estar en la fase de seroconversion, en la etapa aguda inicial o ser un falso positivo de la prueba de anticuerpos y
por ello es imprescindible realizar un estudio de ARN viral para confirmar la presencia o no del VHC. Leyenda: Fm:
Fluorescencia de la muestra; B: Fluorescencia del blanco; P: Fluorescencia del positivo. ALT: Alanina aminotransferasa;
PFH: Pruebas funcionales hepaticas.
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ANEXO 10: PATENTES OTORGADAS
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ANEXO 11: REGISTROS SANITARIOS, CECMED
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ANEXO 12: AVAL DE VALIDACIONES Y APLICACIONES DEL
UMELOSA HCV CUALITATIVO
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ANEXO 13: AVAL DE EVALUACIONES DEL
UMELOSA VHC CUANTITATIVO
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