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RESUMEN

Introduccion: La deteccion y cuantificacion del genoma del virus de la hepatitis
C (ARN-VHC), mediante la transcripcion inversa-PCR en tiempo real (RT-qPCR), es
vital para el diagnodstico y seguimiento del tratamiento antiviral de los pacientes
con hepatitis C.

Objetivo: Evaluar el desempefio clinico del ensayo SUMASIGNAL VHC para la
cuantificacion de la carga viral del VHC.

Métodos: Se empleo un panel conformado por 70 muestras de suero: 46 ARN-VHC
positivas, 12 ARN-VHC negativas y 12 positivas a marcadores moleculares de otros
virus. El coeficiente de correlacion de Pearson (r) y la prueba de Bland-Altman,
se utilizaron para comparar las cargas virales del VHC, obtenidas por las técnicas
SUMASIGNAL VHC y la de referencia; las que fueron expresadas en logaritmo en
base 10 (log10) Ul/mL. Los valores de p< 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.
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Resultados: La sensibilidad y especificidad clinica del SUMASIGNAL VHC fue 100
%; mientras que no se detecto reactividad cruzada con los otros virus evaluados.
Se demostro que el ensayo en cuestion, tuvo una correlacion buena (r= 0,89) y
fuerte concordancia (media= -0,01 Log10 Ul/mL) con la prueba de referencia (p<
0,0001). La reproducibilidad de la cuantificacion del ARN-VHC en dos momentos
diferentes, con la prueba SUMASIGNAL VHC mostré una correlacion excelente (r=
0,97; p< 0,0001).

Conclusiones: El ensayo SUMASIGNAL VHC proporciona datos validos,
reproducibles y técnicamente confiables para realizar el diagnostico especifico
del VHC, incluso constituye una herramienta util para monitorear la carga viral
de este agente en el Sistema Nacional de Salud Cubano.

Palabras clave: virus de la hepatitis C; carga viral; reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real; evaluacion del desempenfio.

ABSTRACT

Introduction: Detection and quantification of the hepatitis C virus genome (HCV
RNA) by real time reverse transcription PCR (RT-gPCR) are vital for the diagnosis
and antiviral treatment follow-up of hepatitis C patients.

Objective: Evaluate the clinical performance of the SUMASIGNAL HCV assay for
quantification of HCV viral load.

Methods: A panel was formed with 70 serum samples: 46 HCV RNA positive, 12
HCV RNA negative and 12 positive for molecular markers of other viruses.
Pearson's correlation coefficient (r) and the Bland-Altman plot were used to
compare the HCV viral loads obtained by SUMASIGNAL HCV techniques with
reference values, which were expressed as base 10 logarithm (log1o) UI/ml. Values
of p <0.05 were considered statistically significant.

Results: The clinical sensitivity and specificity of SUMASIGNAL HVC were 100%,
and no cross-reactivity was detected with the other viruses evaluated. The study
assay exhibited a good correlation (r= 0.89) and strong concordance (mean= -0.01
Logio Ul/ml) with the reference test (p< 0.0001). Reproducibility of the HCV RNA
quantification with the SUMASIGNAL HCV test at two different moments displayed
an excellent correlation (r= 0.97; p< 0.0001).

Conclusions: The SUMASIGNAL HVC assay provides valid, reproducible and
technically reliable data for specific HCV diagnosis. It is also a useful tool to
monitor the viral load of this agent in the Cuban National Health System.

Keywords: hepatitis C virus; viral load; real time polymerase chain reaction;
performance evaluation.
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Introduccion

La hepatitis C constituye un serio problema de salud a escala mundial. Su agente
causal es el virus de la hepatitis C (VHC). Se estima que 71 millones de personas
estan cronicamente infectadas con este virus. Los tratamientos antivirales de
accion directa (AAD) detienen el curso de la enfermedad en el 95% de los
pacientes que lo reciben. Sin embargo, en paises de bajos ingresos la cobertura
terapéutica es aun insuficiente.()

El VHC pertenece a la familia Flaviviridae, genero Hepacivirus, y segun la
secuencia nucleotidica y el analisis filogenético del virus, se han identificado siete
genotipos (1-7) y 67 subtipos, que se designan con letras minusculas (a-k). Los
genotipos 1, 2 y 3 estan distribuidos en todo el mundo, mientras que las variantes
4, 5, 6 y 7 estan restringidos a determinadas regiones geograficas. )

Después de la infeccion aguda, hasta un 30 % de las personas se recuperan
espontaneamente, y las restantes continGan infectadas, manteniéndose
asintomaticas por un periodo de tiempo variable. De estos del 20 % al 30 %
desarrollan cirrosis y del 1 % al 4 % de los pacientes con cirrosis, evolucionan al
carcinoma hepatocelular.® La enfermedad hepatica cronica, cirrosis y carcinoma
hepatocelular que produce el VHC, son las primeras causas de trasplante hepatico
a nivel global.

Las técnicas de cuantificacién viral son de vital importancia para el diagnéstico,
manejo y seguimiento del tratamiento antiviral en aras de identificar la respuesta
virologica sostenida (RVS) al culminar la terapia. Incluso, esta técnica es
recomendada como prueba confirmatoria en individuos inmunocomprometidos,
que son negativos a los anticuerpos al VHC (anti-VHC) y durante el periodo de
seroconversion. Por tanto, es necesario contar con ensayos moleculares, que
posean una sensibilidad y especificidad elevada para la deteccion del acido
ribonucleico del VHC (ARN-VHC). La técnica de reverso transcripcion reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR), constituye una herramienta
util y ampliamente empleada, que se aplica para la deteccion y cuantificacion
viral, por su elevada sensibilidad, especificidad, precision y reproducibilidad. No
obstante, existen investigadores, que sugieren que el ensayo de deteccion del
antigeno de core del VHC, pudiera ser otra opcion sensible y econdmica
comparable con la RT-gqPCR, para monitorear el tratamiento con AAD, sobre todo
para evaluar la RVS a las 12 semanas de tratamiento. 4>

Existen varios ensayos comercialmente disponibles para la cuantificacion del VHC
en suero y plasma tales como: los estuches de la Roche Cobas TagMan HCV, Abbott
m2000 real-time PCR y Artus® HCV RG rt-PCR.(® Sin embargo, es importante que
nuestro sistema de salud cuente de forma estable y econdmica con un ensayo
cuantitativo, para garantizar el diagndstico y seguimiento terapéutico de los
pacientes infectados por el VHC. En Cuba la prevalencia del VHC, estimada por la
positividad al anti-VHC en donantes de sangre es 0,8 %, siendo esta mas elevada
en grupos de riesgo como pacientes hemodializados (95,6 %) e individuos
seropositivos al virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (14,2 %). El genotipo
que predomina es el 1b (82 %), aunque también se ha detectado el genotipo 1a
(12%), pero en menor frecuencia.”
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El objetivo del presente estudio fue evaluar el desempeno clinico del ensayo
SUMASIGNAL VHC para la cuantificacion de la carga viral del VHC.

Métodos

Muestras clinicas

Para la evaluacién del desempeiio clinico del SUMASIGNAL VHC se utilizé un panel
de sueros obtenido de individuos cubanos colectados en el 2017 y caracterizados
en el Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales (LNRHV). Estos
especimenes se conservaron en dos alicuotas, con un volumen de 1 mL y en
condiciones adecuadas (-80 °C) hasta su uso. El panel estuvo conformado por 70
muestras con las siguientes caracteristicas: 46 muestras positivas al ARN-VHC con
el ensayo COBAS® TagMan® HCV Test v2.0 (Roche, Alemania), con cargas virales
que oscilaban de 2 Log10 Ul/mL a 6,98 Log10 Ul/mL. Se utilizaron muestras que
abarcaron el rango lineal de cuantificacion del ensayo SUMASIGNAL VHC desde
5,0E+01 Ul/mL a 1,0E+08 UI/mL.® Ademas, 12 muestras negativas al VHC y 12
muestras positivas a otros agentes virales como: virus de la hepatitis A (VHA, gM
anti-VHA+); virus de la hepatitis E (VHE,ARN-VHE+ ); citomegalovirus (CMV, ADN-
CMV+); virus de la hepatitis B (VHB, ADN-VHB+); virus de inmunodeficiencia
humana (VIH, ARN-VIH+) y virus dengue (VD, ARN-VD+), a razon de 2 muestras por
cada uno. Estas 24 muestras fueron negativas al VHC, por métodos serologicos
(anti-VHC, UMELISA anti-HCV 3rd Generation) y moleculares (ARN-VHC, UMELOSA
HCV, CIE, Cuba).® Todas fueron analizadas por duplicado, con la prueba a evaluar
y el ensayo de referencia.

Consideraciones éticas

En la presente investigacion se utilizaron remanentes de muestras de suero, que
fueron enviadas al LNRHV, Cuba; para el diagndstico molecular del VHC y otros
virus clinicamente relacionados con la hepatitis C. Las muestras clinicas fueron
enumeradas respetando la identidad de estas y no se utilizaron con otros fines,
ya que los resultados obtenidos formaron parte de este estudio de validacion.

Variables para la evaluacion del desempeiio

Especificidad clinica: se determind con el analisis de muestras negativas al anti-
VHC y al ARN-VHC, en este estudio se incluyo la reactividad cruzada con las
muestras positivas a otros agentes infecciosos previamente descritas, que pueden
co-infectar o constituyen diagnostico diferencial con el VHC. El coeficiente de
correlacion de Pearson y la concordancia: se identifico comparando los resultados
de cuantificacion del ARN-VHC obtenidos con la prueba en cuestion y con el
ensayo de referencia. Reproducibilidad: se evalué midiendo los resultados de la
cuantificacion viral obtenidos en dos momentos diferentes con un lapso de tiempo
de 15 dias entre las determinaciones, con la prueba SUMASIGNAL VHC.

(@) e | 4

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




s SCIMED | Revista Cubana de Medicina Tropical. 2021;73(3):e695

Ensayo SUMASIGNAL VHC

Es un ensayo in vitro de amplificacion de acidos nucleicos para la cuantificacion
del ARN-VHC en suero o plasma humano, a partir de 200 pL de muestra clinica.
Esta destinado al diagndstico y seguimiento del tratamiento de la infeccion por el
VHC. La extraccion del ARN viral se realizd manualmente, con la tecnologia de
particulas magnéticas, las que fueron anadidas a la muestra de suero o plasma
humano. A estas particulas queda unido el ARN de la muestra, y después de varios
pasos de lavados, estas perlas son separadas de la solucion por un separador
magnético. Posteriormente, se le anade la mezcla de RT-qPCR, que incluye dos
cebadores que flanquean una secuencia conservada del VHC en la region 5' no
codificante y una sonda fluorescente especifica (marcada con FAM); que permite
la deteccion cuantitativa del genoma viral. En este ensayo se emplea un control
interno para detectar posibles inhibiciones de la RT-qPCR (sonda marcada con
HEX/VIC), evitando la aparicion de resultados falsos negativos. Ademas, incluye
4 estandares de referencia con concentraciones del ARN-VHC que van desde
5,0E+03 Ul/mL hasta 5,0E+06 Ul/mL, un control positivo y un control negativo. El
ensayo se configuré y se corriéo en el termociclador Real SLAN 96P (Shanghai
Hongshi Medical Technology Co., Ltd, Shanghai, China). Los resultados se
procesaron de forma automatizada y se expresaron en unidades internacionales /
mililitro (Ul/mL). El limite de deteccion (LD) de la prueba es 25 Ul/mL.® Esta
prueba fue desarrollada por Sansure Biotech Inc. (Sansure HCV Assay, China),®
bajo los estandares de calidad del Centro de InmunoEnsayo (CIE, Cuba) y es
comercializado por Tecnosuma Internacional SA (Cuba).

Ensayo de referencia Artus® HCV RG RT-PCR Kit

Se empleo el estuche comercial Artus® HCV RG RT-PCR Kit (QIAGEN, Alemania)
como prueba de referencia, para comparar los resultados de la cuantificacion
ARN-VHC, obtenidos con el SUMASIGNAL VHC. El programa de la RT-gPCR se corrio
en el equipo de Tiempo Real Rotor Gene Q (QIAGEN, Alemania), segun lo
recomendado por el fabricante. Para esta técnica, se realizo la extraccion del
ARN con el QlAamp VIRAL RNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania), siguiendo
estrictamente las recomendaciones del productor. Los resultados se expresaron
en Ul/mL.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un estudio descriptivo donde se evalué como variable cuantitativa la
carga viral del VHC expresada como logaritmo en base 10 (Log10) Ul/mL. La
especificidad clinica se definid como la proporcion o porcentaje de individuos sin
la enfermedad, que tuvieron un resultado negativo [Especificidad= verdaderos
negativos / (verdaderos negativos + falsos positivos) x 100]. Mientras que, la
reactividad cruzada empleando la formula anterior, fue la proporcion o
porcentaje de individuos negativos a los marcadores del VHC, pero positivos a
otros patogenos, que tuvieron un resultado negativo con la prueba en cuestion.
La sensibilidad clinica se consideré como la capacidad de la prueba SUMASIGNAL
VHC de detectar el ARN del VHC, en pacientes positivos a este marcador. La tabla
de contingencia 2 x 2 se empleo para evaluar la sensibilidad y especificidad del
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ensayo. Para analizar la correlacion entre las técnicas de SUMASIGNAL VHC y
Artus® HCV RG RT-PCR, se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson (r).
Este mismo estadigrafo se utilizo para evaluar la reproducibilidad, o sea la
variabilidad interensayo en dos momentos diferentes con el 50 % (23) de las
muestras, seleccionadas al azar, con genoma cuantificable del VHC. La
concordancia se estimd con la prueba de Bland-Altman, donde se obtuvo la
diferencia media (D.M) entre los Log10 Ul/mL generadas con ambas pruebas, su
desviacion estandar (D.E) y su intervalo de concordancia al 95 % (+ 1,96 DM). Se
estimaron intervalos de confianza al 95% (IC 95%) y los valores de p< 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Para todos los analisis, se empled el
paquete estadistico GraphPad Prism 6 (San Diego, California, EE UU).

Resultados

Con el ensayo SUMASIGNAL VHC se obtuvo una especificidad clinica del 100 %, lo
que significa que en los 12 sueros obtenidos de individuos negativos al anti-VHC y
al ARN-VHC no se detecto amplificacion del genoma viral por el método evaluado
y el de referencia. Igualmente la reactividad cruzada fue 100%, No se detecto el
ARN del VHC en ninguna de las muestras positivas a otros agentes virales., por
ambas pruebas empleadas.

En cuanto a la sensibilidad clinica, todas las muestras (46/46,100 %) fueron
positivas por la prueba de SUMASIGNAL VHC y la prueba de referencia. Ambas
técnicas (Figura 1A), mostraron una correlacion buena (r= 0,89, 1C95%: 0,82-0,94)
y estadisticamente significativa (p< 0,0001); en el rango cuantificable de la
prueba en cuestion. La ecuacion canodnica de la recta que se obtuvo (y= 0,93x +
0,35), evidencia que la pendiente (m) se acerca a 1y el intercepto tiende a 0; lo
que sugiere que ambos ensayos generan resultados semejantes.

Al evaluar la concordancia del SUMASIGNAL VHC con el ensayo de referencia por
la prueba de Bland-Altman (Fig. 1, B), se identifico una DM cercana a cero (-
0,01+0,48 Log10 Ul/mL), lo indica la que ambos ensayos generan resultados
equivalentes. Ademas, se obtuvo que el 95 % de las diferencias entre los métodos
se incluyeron en el intervalo de -0,97 a +0,94 Log10 Ul/mL, lo que evidencia que
existe una concordancia fuerte entre las pruebas empleadas.
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En el Panel A, los circulos azules corresponden a las determinaciones con el ensayo de referencia, y los triangulos rojos
son las muestras cuantificadas con el SUMASIGNAL VHC. En el panel B, los puntos muestran las diferencias entre los
valores del ARN-VHC cuantificados con los dos ensayos, la diferencia media (DM) se representd con una linea discontinua
(rojo) y las linea discontinuas (negro) indican el limite superior (+0,94) e inferior (-0,97) del intervalo de concordancia al
95%. En esta figura se muestra el valor de la desviacion estandar (DE).

Fig. 1 - Coeficiente de correlacion de Pearson (Panel A) y analisis de la diferencia
media entre la carga viral del VHC con el método de Bland-Altman de 46 muestras

cuantificadas con el SUMASIGNAL VHC y Artus HCV RG RT-PCR.

Para evaluar la reproducibilidad o consistencia de los valores de cuantificacion
del ARN-VHC (Fig. 2), fueron comparados los resultados obtenidos con el ensayo
evaluado en dos momentos diferentes (tiempo 1 y tiempo 2), empleando las
mismas condiciones y el mismo operador. Al analizar el coeficiente de correlacion
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se identifico una correlacion fuerte entre los valores de cuantificacion viral
realizados en ambos tiempos, obteniéndose una r= 0,97 (1C95%: 0,94-0,99; p<
0,0001).

Los cuadros rojos corresponden a las determinaciones realizadas en el tiempo 1
(T1) y los triangulos azules a las mismas muestras cuantificadas con el mismo
ensayo e iguales condiciones en el tiempo 2 (T2).

Carga viral SUMASIGNAL WYHC
Logl0 (UIfmL) T1

8

-1 r=097
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2- -~
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Fig. 2 - Reproducibilidad de los resultados de la carga viral del VHC con el ensayo
SUMASIGNAL VHC, a partir de 23 muestras clinicas positivas al ARN-VHC, empleando el
coeficiente de correlacion de Pearson (r).

Discusion
Existen multiples ensayos comerciales para la cuantificacion del VHC, que se
aplican para el diagnostico de la infeccidn activa y el seguimiento del tratamiento
antiviral. Debido a que en la mayoria de los pacientes infectados la carga viral es
fluctuante, se requiere que las pruebas basadas en la RTq-PCR en TR sean

sensibles, especificas, robustas y reproducibles. Ademas, que garanticen la
deteccion del virus en un rango amplio de cuantificacion.

El ensayo SUMASIGNAL VHC mostrd una especificidad clinica excelente. Esto lo
confirma la capacidad de la prueba de descartar correctamente los individuos no
infectados con el VHC. Incluso, no existe reactividad cruzada con otros virus
clinicamente relacionados. Un resultado similar fue obtenido por Huang y otros
al comparar este mismo ensayo con la prueba CAP/CTM HCV (Roche). Cabe
destacar, que la sensibilidad clinica del SUMASIGNAL VHC al compararlo con el
Artus® HCV RG RT-gPCR fue 100 %, lo que difiere del estudio anteriormente
descrito.® Los autores atribuyeron la disminucion de la sensibilidad clinica, a la
carga viral baja de las muestras que no fueron cuantificadas por la prueba en
cuestion (1,53E + 01 Ul/mL a 1,82E + 01 Ul/mL), dado que su LD es de 25 Ul/mL.
A diferencia del presente estudio, en el que se emplearon muestras que tenian

(@) ev-rc | 8

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




s SCIMED | Revista Cubana de Medicina Tropical. 2021;73(3):e695

una concentracion viral > 2, 00+E02 Ul/mL, por lo que es de esperar que fueran
detectadas por el método de SUMASIGNAL VHC.

Con respecto al LD del SUMASIGNAL VHC, este es ligeramente inferior al ensayo
Artus® HCV RG rt-PCR (25 UlI/mL vs. 33,6 Ul/mL). Sin embargo, existen otros
ensayos que satisfacen lo recomendado por la Asociacion Europea para
Enfermedades del Higado, que sugieren utilizar pruebas de cuantificacion como
Daan HCV RNA, GeneXpert HCV y COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HCV, con LD
< 15 Ul/mL para detectar concentraciones bajas del VHC.(19 Esto constituye una
brecha del ensayo SUMASIGNAL VHC, en la que deben seguir trabajando los
productores, por tanto se recomienda monitorear los resultados no detectables,
en correspondencia con clinica y la funcién hepatica.

Se demostré que existe una buena correlacion (r= 0,89) entre la cuantificacion
del VHC entre ambas técnicas (SUMASIGNAL VHC vs. Artus® HCV RG RT-PCR). Una
correlacion mayor se obtuvo en la evaluacion del desempeio de este mismo
ensayo con la prueba CAP/CTM HCV (r= 0,9439). No obstante, los autores
demostraron que esta correlacion se redujo en las muestras que pertenecian al
genotipo 2a (r=0,6962) y 3a (r=0,8333).® Aunque en Cuba predomina el genotipo
1b, que tuvo una correlacion excelente (r=0,9362) con el ensayo de referencia en
el estudio citado, no podemos descartar que estén presentes otros genotipos del
VHC o infecciones genotipicamente mixta, ya descritas en poblaciéon cubana, que
influya en la correlacion del SUMASIGNAL VHC con el ensayo Artus HCV RG rt-PCR.
Hay que destacar, que el ensayo SUMASIGNAL VHC posee cebadores y sonda
dirigidos a la region 5'no codificante del VHC, conservada entre los genotipos
virales; aunque la existencia de puntos polimorficos pueden comprometer su
hibridacion. Chevaliez y otros sugirieron que las pruebas para cuantificar el ARN
del VHC pueden subestimar la carga viral segun el genotipo infectante. )

Se identifico una fuerte concordancia entre la prueba SUMASIGNAL VHC y la de
referencia (DM= -0,01 Log10 Ul/mL), indicando el buen desempeio clinico de la
prueba evaluada. Huang et al. al evaluar la concordancia del ensayo en cuestion
con el CAP/CTM HCV, observd que la concordancia disminuye en las muestras
clinicas que poseen baja carga viral, lo fue atribuido al volumen a partir del cual
se realizaba la extraccion del ARN-VHC (200 pL vs. 500 pL).® Por el contrario,
consideramos que esta variable no debe haber influido en nuestros hallazgos, ya
que la diferencia entre el volumen de muestra clinica para extraer el ARN viral
para realizar la prueba Artus HCV RG rt-PCR y la de SUMASIGNAL VHC (140 pL vs.
200 pL), fue 5 veces menor al referido por Huang y otros con la prueba de
referencia CAP/CTM HCV. Ademas, el limite inferior de la carga viral de muestras
clinicas evaluadas fue superior (> 2,3 log 10 Ul/mL vs > 1,1 log 10 Ul/mL), lo cual
puedo haber influido en la concordancia elevada de nuestros resultados.

Con respecto a la reproducibilidad del ensayo SUMASIGNAL VHC, los resultados de
la cuantificacion de la carga viral del VHC en dos tiempos diferentes generaron
resultados equivalentes, con una correlacion excelente y significativa; lo que
confirma lo demostrado por Huang y otros al comparar este ensayo con la prueba
CAP/CTM HCV.®

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el SUMASIGNAL VHC, y que el
limite de deteccion de esta prueba (25 Ul/mL), esta comprendido dentro de los
ensayos altamente sensibles, se recomienda esta prueba para el diagnostico y
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seguimiento de la cuantificacion del VHC. Ademas, como valor anadido, la
extraccion del ARN-VHC se realiza con reactivos propios del ensayo, por lo que no
se necesita de un estuche de extraccion adicional para realizar este proceder. La
limitante del ensayo es que la extraccidon del ARN a partir de 200 pL de muestra
se emplea completamente en el ensayo, por tanto para re-analizar la muestra o
realizar otro ensayo molecular (genotipificacion) se debe realizar nuevamente la
extraccion de ARN viral.

Actualmente, los investigadores abogan por el desarrollo de plataformas
completamente automatizadas que reduzcan el riesgo de contaminaciones por
arrastre, y que garanticen una obtencion rapida de los resultados y con una
sensibilidad elevada para detectar todas las variantes del VHC. Se concluye que
el ensayo evaluado proporciona datos validos y técnicamente confiables, por lo
que constituye una alternativa para monitorear la carga viral del VHC.
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