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RESUMEN

Introduccién: La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) es curable en la mayoria de los casos
tratados, siendo actualmente una prioridad diagnosticar a todos los infectados. Para ello se necesitan,
especialmente en poblaciones de dificil diagnéstico, métodos diagnésticos simples, como es el uso de
muestras de gotas de sangre seca (GSS), como alternativa a la extracciéon de sangre mediante venopun-
cién. Como paso previo para poder implantarlo como método diagnéstico de deteccién de pacientes con
VHC dentro del Sistema Nacional de Salud se precisa evaluar la precisién diagnéstica en equipos de uso
hospitalario habitual.
Metodologia: Se evaluaron in vitroy en ensayo de campo muestras de GSS tras ser procesadas en el equipo
Cobas 6800, estableciendo una correlacion con el resultado obtenido con sangre completa. Se realizaron
pruebas de correlacién y de variabilidad intraensayo de la determinacién con sangre completa y GSS para
cuantificar la carga viral del VHC.
Resultados: En muestras de sangre completa, con una carga viral > 3 log;o Ul/ml, se detect6 viremia en
todos los casos cuando se utilizaron eluciones de 2 gotas (94 detecciones de 95 eluciones de circulos). El
rendimiento con 2 gotas fue menor en muestras con < 3 log;o Ul/ml (7/20). La correlacién entre la viremia
determinada con sangre completa y con GSS fue excelente (maximo con 2 gotas, r> =0,906; p<0,001), con
un coeficiente de variacién del 0,05%. En practica clinica habitual con muestras de pacientes analizados
(n=61) se obtuvo igualmente una excelente precisién diagnéstica.
Conclusion: La determinacion de la carga viral mediante GSS, procesando al menos 2 gotas, es un método
fiable para el diagnéstico de infeccién por el VHC. La estandarizacion del método es factible en nuestro
equipo Cobas 6800 local, y nuestros resultados respaldan laincorporacién de esta herramienta diagndstica
al Sistema Nacional de Salud para facilitar planes de microeliminacién.
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Diagnostic test accuracy of the cobas 6800 system for detection of hepatitis C
virus viraemia levels from dried blood spots

ABSTRACT

Introduction: Because hepatitis C virus (HCV) infection is curable in the majority of cases, the diagnosis
of all infected patients has become a priority. In difficult-to-diagnose populations, simpler diagnostic
methods are required such as the use of dried blood spots (DBS) as an alternative to blood drawn by
venipuncture (VP). Before being able to include it as a HCV diagnostic detection method within the Spanish
National Health System, the diagnostic accuracy of standard hospital equipment must be evaluated.
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Methodology: DBS samples were evaluated in vitro and in a field test after being processed in the Cobas
6800 system, establishing a correlation with the result by VP. Performance with different viral loads and
intra-assay variability was compared.
Results: In samples with a viral load of >3 log;o IU/ml, viraemia was detected in all cases when at least
two blood spot elutions were used (94 detections out of 95 spot elutions). The performance with 2 spots
was lower in samples with < 3 logio IU/ml (7/20). Correlation between VP and DBS viraemia was excellent
(maximum with 2 spots, r2=0.906, P<.001) with a coefficient of variation of 0.05%. In routine clinical
practice with specimens from screened subjects (n=61), excellent diagnostic accuracy was also observed.
Conclusion: Viral load detection using DBS of at least two spots is a reliable method for HCV diagnosis.
The standardisation of the method is feasible and our results support the incorporation of this diagnostic
tool in Spain’s Public Health System.

© 2019 Elsevier Espaia, S.L.U. and Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Introduccion

La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) es una de las
principales causas de morbimortalidad de etiologia hepatica a nivel
mundial’. Las repercusiones que tiene a largo plazo son muy varia-
bles, y van desde alteraciones minimas hasta la aparicion de cirrosis
hepatica descompensada y carcinoma hepatocelular?.

La asistencia clinica a los pacientes con infeccién por el VHC
ha mejorado considerablemente en los Gltimos afios gracias fun-
damentalmente a los avances en el tratamiento. Estos permiten
alcanzar respuesta viral sostenida y curacién de la infeccién en la
practica totalidad de los pacientes, evitando la progresiéon de la
enfermedad y la aparicién de complicaciones>. Sin embargo, uno
de los obstaculos para que los pacientes se beneficien del trata-
miento es la falta de diagnéstico de la infeccion y derivacién al
especialista®. En colectivos como son los usuarios de drogas por
via parenteral otra de la limitaciones para el acceso por parte de los
pacientes al tratamiento y, por tanto, a la curacion, es el rechazo a
someterse a una venopuncion (VP) para extracciéon de sangre y el
diagnéstico por el mal acceso venoso que presentan, dificultades
para traslado al centro hospitalario por problemas econémicos o
estigmatizacién que complican el diagnéstico.

Actualmente se pueden detectar anticuerpos frente al VHC y
viremia a partir de una muestra de gota de sangre seca (GSS)
sobre papel tras extraccién por puncién dactilar. Este test ha
demostrado, con distintos kits comerciales, una alta sensibilidad y
especificidad®-8. La gran ventaja como método diagndstico de este
procedimiento es el escaso volumen de sangre que requiere (unas
pocas gotas depositadas sobre papel y secadas al aire), la facilidad de
transporte y conservacién de las muestras hasta su procesamiento
en el laboratorio. Ademas, no requiere personal con adiestramiento
especifico, es menos invasivo y es mejor aceptado, en especial en
aquellos pacientes con poca accesibilidad venosa, como los usuarios
de drogas por via parenteral con antecedentes de flebitis®”.

Un test diagnéstico de este tipo no solo facilita el diagnéstico,
sino que, ademas, es mas aceptable por parte del sujeto a cri-
bar, 2 estrategias fundamentales para identificar a los pacientes
infectados y facilitar su posterior evaluacién terapéutica y curacion.

El control de la infeccién por el VHC dentro del Sistema Nacional
de Salud, segiin el actual Plan Nacional'?, pasa necesariamente
por diagnosticar y tratar colectivos tradicionalmente dificiles de
vincular a la atencién sanitaria. El diagnéstico descentralizado o
fuera del centro hospitalario con recogida de muestra para test de
GSS en el lugar donde se encuentra el individuo a diagnosticar, pero
con gestidn hospitalaria mediante procesamiento en el centro de
referencia, ha demostrado ser titil como método de cribado oportu-
nista en iniciativas puntuales'!!2, Sin embargo, para que se facilite
y pueda instaurarse un cribado sistematico en estos colectivos se
precisa de la implementacién de este procedimiento en el Sistema

Nacional de Salud, como una herramienta equivalente a la deter-
minacién de viremia desde plasma por VP. A falta de un protocolo
por el fabricante, la Organizaciéon Mundial de la Salud recomienda
validar y estandarizar localmente este procedimiento. Con el fin de
poder implementar este método diagnéstico en el circuito asisten-
cial habitual, y a través de él diagnosticar el VHC, especialmente
en aquellos en los que la VP resulta un obstaculo, este estudio
evalia la precisién diagnéstica de un protocolo aplicado sobre una
muestra de GSS sobre papel en el equipo Cobas 6800 de nuestro
centro hospitalario adscrito al Sistema Nacional de Salud.

Material y métodos
Muestras incluidas

Este estudio prospectivo const6 de una evaluacién in vitro a par-
tir de muestras de GSS con sangre de sujetos infectados por VHC, y
una evaluacién en el ensayo de campo a partir de muestras obte-
nidas de sujetos incluidos durante el periodo de julio-septiembre
de 2018, en un estudio iniciado en enero de 2017 que evalda la
eficacia de cribado voluntario de VHC en centros de atencién al
drogodependiente del area norte de la isla de Tenerife, con deter-
minacién de anticuerpos frente a VHC mediante GSS, recogidas por
farmacéuticos y auxiliares de farmacia.

Para las 2 evaluaciones se dispuso de muestras de sangre total
por VP en tubos EDTA-tripotasico para obtener valores de refe-
rencia, y se utiliz6 la misma muestra para cargar los circulos en
la evaluacién in vitro para obtener resultados de GSS. Ambas mues-
tras fueron procesadas en el equipo Cobas 6800, que trabaja con el
mismo volumen de muestra en ambos casos.

Estudio in vitro

Para el proceso de la validacién in vitro se comparé el rendi-
miento diagnéstico y la variabilidad intraensayo sobre un total de
300 circulos cargados con muestras de 20 sujetos infectados por el
VHC de los que se disponia de los datos de carga viral.

Para la recogida de las muestras se utilizaron tarjetas con papel
tipo Whatman 903© (Merck, Alemania) de 5 circulos (fig. 1A).
Se emplearon un total de 5 tarjetas por paciente (100 tarjetas en
total) que se cargaron de uno a 5 circulos (es decir, 15 circulos
por paciente, y un total de 300 circulos) con 80 .l de sangre anti-
coagulada con EDTA- tripotasico. Los resultados fueron expresados
cuantitativamente (log;o Ul/ml) y cualitativamente como positivos
si se detectaba viremia, o negativos estratificindose en 4 grupos:
carga viral muy baja (<3 logio Ul/ml); baja (>3-4 logqo Ul/ml);
media (>4-61logqg Ul/ml) y alta (> 6 log;o Ul/ml).

Como la incidencia de pacientes con cargas virales muy bajas
(<3 log1g Ul/ml) es muy reducida, para poder evaluar la precisién
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Figura 1. A. Esquema del plan de procesamiento de muestras de estudio in vitro. B. Esquema sobre el procedimiento utilizado en el ensayo de campo.

del test de GSS en este tipo de pacientes se diluyeron 1/10 o
1/100 muestras de sangre de 3 sujetos adicionales (con cargas
virales conocidas) en suero fisioldgico, hasta lograr valores en la
muestra de <3 logyo Ul/ml, para su posterior dispensacién en los
circulos de papel.

Estudio de campo

Al personal encargado de obtener la muestra para el test de GSS
se le form6 en la obtencion de la misma mediante previa entrevista
y con entrega de material, entre el que estaba la visualizacién de un
video on-line (https://www.youtube.com/watch?v=]agy918AXTc)
con la intencién de que recogiera, tras el pinchazo con lanceta
(MenaLancetPro©, 23G, Menarini), una muestra suficiente para
completar hasta 5 circulos en cada tarjeta. Las tarjetas fueron
trasladadas a temperatura ambiente (entre 22-23°C) desde la
extraccién hasta el procesamiento con una mediana de 17,5 dias
(rango 14-21 dias) (fig. 1 B).

Procesamiento de muestra y equipo

Las muestras desde el papel se obtuvieron manualmente de
cada circulo delineado con ayuda de un sacabocados en pequefios
discos, que se colocaron en tubos del equipo de Roche Diagnostics
(tubo 5ml PS 12 x 75mm sin enrases, referencia: 30080.1, Del-
talab, Barcelona), se afiadié 1.500 wl de reactivo de lisis para uso
en equipos Cobas 6800/8800 (REF P/N: 06997538190) en aquellos
tubos con 4 circulos o menos y 2.000 pl en aquellos en los que
se pudo obtener 5 circulos. Se colocaron los tubos al bafio Maria
durante 15 minutos, agitandolos en vértex a los 7-8 minutos. Se

separ6 el sobrenadante a un nuevo tubo y se introdujeron en el
equipo Cobas 6800 (Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA)
para la posterior determinacion de carga viral (logo Ul/ml).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como valores absolutos, por-
centuales, media y su desviacién estandar. Se utiliz6 la «t» de
Student para variables cuantitativas que siguieron la normalidad
o U-Mann Withney para aquellos que no seguian una distribucién
normal, mientras que las variables cualitativas fueron comparadas
mediante el test de la Chi-cuadrado. Se estudiaron correlaciones
mediante coeficiente de Pearson y analisis de coeficientes de varia-
cién. Los resultados se expresaron en media + desviacién estandar.
El andlisis de datos se realizé con SPSS 15. Diferencias con un valor
de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativas.

Aspectos éticos

Este estudio, de conformidad con los principios de la Declara-
cién de Helsinki, adoptada por la 18.2 Asamblea Médica Mundial,
Helsinki, Finlandia, en 1964 y enmendada en Tokio (1975), Vene-
cia (1983), Hong Kong (1989), Sudafrica (1996), Edimburgo (2000),
Washington (2002), Tokio (2004), Sel (2008) y Brasil (2013); y las
Leyes y Reglamentos vigentes en Europa y Espafia, fue aprobado
por el Comité ético del Hospital Universitario de Canarias, y a los
pacientes se les entregd consentimiento informado y lo firmaron
para la recogida de muestras.
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Resultados
Estudio in vitro

Las muestras una vez procesadas se agruparon en grupo con
cargaviralalta(n=10, 6,4 + 0,06 logo Ul/ml), media(n=7,5,5+0,3
log1o Ul/ml), baja(n=2,3,9+0,71log;o Ul/ml)y muy baja(n=1,2,03
log1o Ul/ml) (fig. 2).

Se detect6 viremia en el 100% de los circulos y promedios eva-
luados de muestras con al menos carga viral media. En muestras
de un paciente que presentaba viremia baja (3,21 logio Ul/ml)
se precis6 del promedio de al menos 2 circulos para que fuera
detectable, y en muestras de otro paciente con viremia muy baja
(2,03 1og10 Ul/ml) se precisé de mas circulos para que se pudiera
detectar viremia de forma fiable. En muestras diluidas adicionales
con viremia muy baja (n=3, 2,1+0,2 log;o Ul/ml) solo se detecté
viremia (y en rango<20UI/ml) en 4 de las 15 diluciones de GSS,
por lo que globalmente se detect6 carga viral en 7 de 20 diluciones
(tabla 1).

Tabla 1
Distribucién de resultados de las muestras diluidas

Se realiz6 la comparacién entre la viremia detectada por VP con
respecto a la obtenida procedente de GSS, obteniéndose una dife-
rencia media de -1,66 logo Ul/ml (fig. 3 A). La correlacién entre la
viremia detectada en VP y en GSS fue elevada para cualquier pro-
medio de circulos utilizados por tarjeta. La maxima correlacién se
obtuvo cuando se usaron 2 circulos (r2=0,906; p<0,001) (fig. 3B).

En cuanto a los coeficientes de variaciéon (CV) se obtuvo un CV
del 0,57%, 0,05% y 0,04% para viremia baja, media y alta, respecti-
vamente (fig. 4).

Estudio de campo

Para la validacién de las muestras en la practica clinica real se
testaron un total de 61 sujetos, 34 sujetos con carga viral positiva
(mediana 6,41 logyo Ul/ml, rango 3,9-7,81 logo Ul/ml), el 79,4% pre-
sentaba cargaviral altay 27 con carga viral indetectable. En el grupo
que presentaba carga viral detectable la mayoria eran hombres, con
una edad media en torno a los 50 afios (tabla 2). En todos ellos se
pudo obtener al menos 4 circulos durante la obtencién de la mues-
tra de GSS. Las tarjetas fueron trasladadas a temperatura ambiente

Muestra Dilucién aplicada CV (UI/ml) Muestra, n.° circulos N.° circulos CV (UI/ml) en tarjeta
Muestra 1 1/10 108 3,1 1 circulo <12
3,2 2 circulos No detectable
33 3 circulos No detectable
3,4 4 circulos 33
3,5 5 circulos <12
Muestra adicional 1 1/10 213 1.1 1 circulo No detectable
1,2 2 circulos No detectable
1,3 3 circulos No detectable
1,4 4 circulos No detectable
1,5 5 circulos No detectable
Muestra adicional 2 1/10 304 2,1 1 circulo No detectable
2,2 2 circulos <20
2,3 3 circulos <20
2,4 4 circulos <20
2,5 5 circulos No detectable
Muestra adicional 3 1/10 36 3.1 1 circulo No detectable
3.2 2 circulos No detectable
33 3 circulos No detectable
34 4 circulos No detectable
3,5 5 circulos <20

CV: carga viral.
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Figura 3. A.Diferencia media entre viremia detectada en muestras a partir de venopuncién (VP) con respecto a la obtenida en gota de sangre seca (GSS). B. Correlacién entre
viremia en muestras de VP y en GSS.

Tabla 2

Distribucién de resultados segtin cargas virales en sujetos con resultado positivo y caracteristicas en el ensayo en practica clinica real

Carga viral baja

Carga viral media

Carga viral alta

n=1 n=6 n=27

Edad (media + DE) 51 48 +£9,54 50,1+10,4
Sexo (hombre), % 0 40 92,6
Genotipo (1, 3,4): % 1: 100 1:33 1:70,8

3:50 3:12,5

4:17 4:16,7
Carga viral logyo Ul/ml (media + DE) 3,9 5,62+0,25 6,63 +£0,45
Circulos evaluados (media + DE) 5 4,67 +0,81 4,07 +1,17
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conunamedianade 17,5 dias (rango 14-21 dias) desde la extraccién
hasta el procesamiento.

La precisiéon diagndstica obtenida demuestra una sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
del 100% en nuestra muestra de practica clinica real (tabla 3).

Discusion

Nuestros resultados indican que a partir del protocolo descrito,
y en el equipo utilizado Cobas 6800, la determinacién de carga
viral desde muestra de GSS, procesando al menos 2 circulos, es un
método de expresion cualitativa fiable en la deteccién de la mayoria
de pacientes con infeccién activa por el VHC.

Ademas de detectar correctamente la presencia de viremia con
el protocolo utilizado, la correlacién observada entre viremia obte-
nida por VP y en GSS fue excelente. En un estudio publicado en el
que se utilizé un dnico disco impregnado con similares cantida-
des de muestra (50 wl de sangre) y en una tarjeta de equivalentes
caracteristicas a las utilizadas en este estudio, se encontr6 una
correlacién similar’. A pesar de esta observacién, en la era de los
antivirales de accién directa, en la que por sus caracteristicas de alta
eficacia pangenotipicas no seria preciso cuantificar ni genotipar,
por cuanto no condiciona ni el tipo de terapia ni su duracién, solo
la presencia o no del virus, el valor de establecer una correlacién

Tabla 3
Precisi6n diagnéstica obtenida con test de gota de sangre seca (GSS)

excelente entre ambos métodos, aun con la diferencia cuantitativa
descrita o el excelente coeficiente de correlacién entre muestras
observado, parece por otra parte poco relevante'. Ademas, las
pruebas de determinacién de carga viral a lo largo del tratamiento
actualmente estan en desuso y circunscritas a la practica para veri-
ficar el cumplimiento terapéutico®. De hecho, casi todos los sujetos
obtienen cargas virales indetectables de manera temprana debido
a los efectos directos de los nuevos tratamientos en la replicacién
viral. Es por ello que, en la monitorizacién de los nuevos tratamien-
tos se podria prescindir de la cuantificacién de ARN, y se podria
empezar a sustituir por pruebas cualitativas que confirmen la infec-
cién al inicio del tratamiento y la respuesta viral sostenida tras la
finalizacion del mismo'3. En este sentido, en los tltimos afios se ha
vuelto a utilizar la determinacién del antigeno del core del VHC por
resultar mas econémico y sencillo que determinar la viremia'#41°,

Nuestros resultados muestran que, en las condiciones analiza-
das, para pacientes con viremia media y alta es suficiente un solo
circulo para obtener un resultado positivo; sin embargo, en aquellos
pacientes con una viremia baja se precisan 2 circulos. Postulamos
que esto puede estar condicionado por el almacenamiento de la
muestra con una degradacién de las pocas copias de ARN presentes
en la GSS'6. De hecho, en un estudio que comparé muestras alma-
cenadas a temperatura ambiente con respecto a almacenamiento a
-20°C, se objetivé una diferencia de hasta 3 veces en los niveles de
ARN, después de 6 dias de su extraccién’. Sin embargo, otro estu-
dio no observo diferencias de valor de ARN detectables después de
cerca de un afio, pero no se cuantificé para conocer si hubo dis-
minucién en los niveles de la carga viral'”. Por Gltimo, un estudio
mas reciente no observé variaciones en la estabilidad del VHC en
muestras de GSS durante el periodo de un afio'é. No obstante, esta
limitacién se reduciria aprovechando la facilidad de obtencién de la
muestra con la lanceta adecuada y utilizando en la determinacién
de la viremia el total de circulos disponibles en la tarjeta, que son
hasta 5.

Tras la validaciéon del método in vitro se realiz6 un estudio
posterior de validacion en la practica clinica real en un programa
de cribado en centros de atencién a la drogodependencia, colectivo
de alta prevalencia de infeccién y de dificil vinculacién con la
atenciéon médica para el diagnéstico®. Estos centros o unidades
en los que los pacientes son asistidos por facultativos médicos,
psicélogos, asistentes sociales y farmacéuticos, son clave para el
éxito de los planes que se pongan en marcha para diagnosticar, e
incluso tratar, a estos pacientes sin hasta ahora asistencia del VHC.
Sin duda, para la implementacién de esta herramienta diagnéstica
hara falta reajustes organizativos y dotacion estructural, que no
obstante, dada la simplicidad del test, seran menores. Ademas,
la simplicidad permite que el test sea efectuado por distintos
integrantes del centro. De hecho, en nuestro caso, fueron los

Criterio de referencia (viremia en plasma por venopuncién)

Positivo Negativo Total

Resultado de viremia en GSS

Positivo 34 0 34

Negativo 0 27 27

Total 34 27 61

1C95%
Limite inferior Limite superior

Prevalencia de la enfermedad 55% 42,51% 68,24%
Pacientes correctamente diagnosticados 100,00% 92,62% 99,85%
Sensibilidad 100,00% 87,36% 99,73%
Especificidad 100,00% 84,50% 99,66%
Valor predictivo positivo 100,00% 87,36% 99,73%
Valor predictivo negativo 100,00% 84,50% 99,66%
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farmacéuticos quienes colaboraron en la recogida de las muestras,
como ocurre en otros lugares en los que se han puesto en marcha
cribados mediante GSS'?. Incluso es probable que en el futuro, al
igual que se ha evaluado en pacientes con infeccién por el virus de
la inmunodeficiencia humana, sea el propio paciente quien recoja
la muestra®%-21,

El test de GSS demostr6 ser un método sensible y especifico para
la cuantificacién de ARN del VHC en comparacién con los resultados
obtenidos tras VP. De los resultados obtenidos en nuestro estudio
podemos observar una elevada precisién diagnéstica. Estos resul-
tados son incluso superiores a los publicados en otros trabajos en
los que obtiene una sensibilidad del 100% y una especificidad el
95,8%18, y en otro estudio que demostré una sensibilidad del 98%
y una especificidad del 94,3%%2. Probablemente, esta mayor pre-
cisién que hemos descrito, con nuestro protocolo, provenga de la
metodologia de identificacién. Los trabajos anteriormente citados
emplearon la plataforma de extracciéon de Abbott M2000 y RT-
PCR!8, y una qPCR?2 que posee un limite de deteccién del ARN del
virus de 50 Ul/ml, mientras que nuestro equipo tiene un limite de
12 U1/ml.

El hecho de que el test presente un valor predictivo negativo
muy elevado, es especialmente importante en este colectivo de
pacientes y en poblaciones de riesgo de infeccién, ya que se podria
plantear como herramienta alternativa para diagnéstico y cribado
en poblaciones de dificil acceso a diagnéstico convencional por VP,
a pesar de presentar baja sensibilidad en aquellos pacientes con
cargas virales muy bajas, ya que con ello se podria establecer un
diagnéstico en un muy elevado nimero de pacientes (aunque no
en su totalidad) que no se diagnosticarian de ninguna otra forma
en nuestro sistema sanitario como tampoco ocurre en otros>>, con
el propdsito de poder alcanzar los objetivos propuestos por la Orga-
nizaciéon Mundial de la Salud para el afio 2030 de elevar al 90% los
diagnosticados y tratar a no menos del 80% en la estrategia glo-
bal de eliminacién de la hepatitis C24. Esta debe estar focalizada en
programas centrados en la eliminacién de la infeccién en pacien-
tes de centros de atencién al drogodependiente, penitenciarios o
centros de insercién social, entre otros. Recientemente, nuestro
grupo evalué la aceptacion de este método para el diagnéstico de
la infeccién por el VHC a través de la recogida de muestra dactilar,
objetivando ser muy bien aceptado no solo en poblacién general,
sino en individuos en riesgo de exclusién social. Esto es particular-
mente interesante en este colectivo de alta prevalencia en viremia,
en el que la deteccién de infeccién resulta fundamental y en el
que este método acercaria el diagnéstico a estos pacientes, también
reacios a utilizar el sistema sanitario para el diagndstico de enfer-
medades mediante extraccién de sangre'2. Cabe destacar que el test
de GSS permite, como es en nuestro caso, en poblacion con elevada
seroprevalencia e infeccién activa por VHC (30-60%) determinar el
ARN directamente. No obstante, en poblacion general con una cifra
de prevalencia menor (0,5-3%)2°26, aun pudiéndose poner a punto
la técnica para determinar anticuerpos desde una muestra de GSS
y realizar el diagnéstico en un solo paso (en el caso de presencia
de anticuerpo-VHC se realizaria el ARN), al ser menos ventajosa
en esta poblacién general el uso de GSS, prevaleceria el empleo
de la convencional extracciéon de sangre por VP, que también per-
mite el diagnéstico en un solo paso ahorrando costes y pérdidas de
pacientes?’:28,

Este método diagnéstico de la GSS en papel no es exclu-
yente de otros métodos diagnésticos descentralizados, que por su
rapidez en la obtencién de resultados son una interesante herra-
mienta aplicados en centros o lugares de atencién (centros point
of care) cuando interese especialmente un diagnéstico y asistencia
inmediata, especialmente en colectivos de dificil vinculacién con
asistencia sanitaria convencional®®-3'. Sin embargo el test de GSS,
integrado en la rutina de analisis de muestras en un laboratorio de
referencia, permite su lectura centralizada y gestion del resultado,

que es sin duda ventajoso desde el punto de vista de la salud piblica
a efectos de registros y estudios de epidemiologia®Z.

Este estudio no esta exento de limitaciones. Las muestras para el
estudio de campo se obtuvieron de una poblacién con una elevada
prevalencia de VHC, como son los pacientes que acuden a los cen-
tros de atencion al drogodependiente, y que no es representativa de
la poblacién general. No obstante, el objetivo de este apartado del
estudio fue validar en practica clinica real la viabilidad del test de
GSS, y en ese sentido este estudio tiene mas valor, pues es en esta
poblacién donde este test tiene una mayor aplicabilidad por las
razones comentadas. Por otra parte, las cargas virales se evaluaron
en muestras con genotipos mayoritariamente del tipo 1, que son los
mas prevalentes en poblacién general, pero que contrasta con los
porcentajes mas elevados de genotipo 3 que tienen los pacientes
asistidos por los centros de atencion a las drogodependencias. Sin
embargo, no se espera que el tipo de genotipo influya en el rendi-
miento de deteccién de carga viral?>-33. En cuanto a la correlacién
entre muestras por VPy GSS, aunque la correlacién fue muy elevada,
cabria esperar que la mayor correlacién fuera cuando se utilizaran
los 5 circulos. Sin embargo, en nuestras muestras fue maxima con 2
circulos. Esto pudiera ser debido a que quizas no se utiliz6 la canti-
dad de reactivo de lisis necesaria para permitir la completa elucién
del ARN del virus desde la totalidad de los 5 circulos, o a un impe-
dimento fisico, ya que quizas a mayor nimero de circulos, y por
consiguiente de discos en el tubo, menor superficie del disco que
entra en contacto con el reactivo de lisis y menor elucién se pro-
duce. Por dltimo, en aquellos pacientes que presenten viremias muy
bajas (<0,01% de los casos en la practica clinica)!® se precisaria de
mas estudios que confirmaran que la utilizacién de este test para la
determinacién de viremia es fiable. En este tipo de pacientes nues-
tro protocolo resulta ineficaz y cabria esperar la presencia de falsos
negativos, sobre todo en poblacién con coinfeccién por virus de la
inmunodeficiencia humana en la que ha sido descrita una mayor
frecuencia de pacientes con cargas virales muy bajas343>. En este
sentido no debemos olvidar que en todo programa de cribado se
asume una tasa de falsos negativos, que en este caso seria asumible,
dada la baja frecuencia de individuos con cargas virales inferiores
a 3 logaritmos. Ademas, en este y otros colectivos de dificil acceso
sanitario, esta alternativa diagndstica es la Ginica via de diagnéstico
factible. Por dltimo, quedaria por evaluar si la determinacién de
anticuerpos o antigeno del core'®, en vez de viremia en estos casos,
mejoraria el rendimiento.

En conclusién, el uso de muestra de GSS parala determinacién de
la viremia del VHC parece ser una alternativa al diagnéstico a partir
de muestra por VP de elevada precisién diagnéstica. Por sus venta-
jas, especialmente en colectivos de alta prevalencia de infeccién y
acceso diagndstico complicado, laimplementacién de este método
y su estandarizacién podrian permitir incorporar esta herramienta
al Sistema Nacional de Salud para facilitar la implementacién de
planes de microeliminacién en nuestro pais.
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