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00 Revision de los algoritmos de diagndstico para
Hepatitis A,B,C y E.

0 Nuevas herramientas para ampliar el diagnéstico:
los tests rdpidos.
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Algoritmo de diagnostico y notificacion a través

de SIVILA-SNVS de Hepatitis A.



Caso__sospechoso de
hepatitis _viral _aguda:
paciente con malestar
general, dolores
musculares, articulares,
vomitos, fiebre, que
presenta elevacion de
aminotransferencias

>2,5 el VN, no atribuible
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presencia de ictericia.
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W
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grupos en riesgo evaluar IgG anti VHA

Resultad

En caso de responder una derivacion,
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interpretacio
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o0 Reactivo: J‘

2/

Resultado No reactivo:

K Vacunar /

n de resultado:
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Algoritmo de diagnostico y notificacion a través

de SIVILA-SNVS de Hepatitis E.



Casua sospechosos de hepatitis viral'

con resultados negativospara ———— ;| Sisedispone de

Si no se dispone de i técnicas seroldgicas:
S o se dispane de N VHA,VHBYVHC: | ]
Estudiar ARN VHE por Estudiar IgM /o 19G anti VHE o anti VHE totales:
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S et LT anti VHE totales on fcha nominal af everto Hepattis £
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Hepatitis B



Infeccion por HBV en adultos: Historia natural

Infeccion
Aguda por HBV
I Asintomdtica I‘ =I Sintomatica I
Inmuno Infeccion cronica

S e

resuelta (95%) (5 %)

\
l l l

Cirrosis / HCC

Inmuno resuelta Asinfomatica

(0.5-0.8%) (3-6%)

Sintomas (si los hay): nauseas, vomitos, dolor abdominal, fiebre, diarreq, ictericia,
pérdida del apetito.



Marcadores serolégicos en la infeccion por HBV

HBSAG AntiHBc antiHBc INTERPRETACION
total igM
NEG NEG NEG NEG Susceptible a la infeccién
POS POS POS NEG Infeccién aguda
NEG POS POS POS/NEG Infeccién aguda en resolucién
NEG POS NEG POS Infeccién pasada resuelta
POS POS NEG NEG Infeccién crénica. Evaluar presencia de HBeAg , anti HBe y
los niveles de HBVDNA
NEG NEG NEG POS Inmune si >10UIl/ml, transferencia pasiva por

administracién de gamaglobulina



HEPATITIS B EN POBLACION GENERAL
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Algoritmo de diagnéstico y notificacion a través del SIVILA-SNVS
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Algoritmo de diagnoéstico y notificacion a través del SIVILA-SNVS
HEPATITIS B EN EMBARAZADAS

. Estudiar HBsAg ’
: (primera consulta)
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Patrones serologicos inusuales en la infecciéon por HBV

|
AntiHBc total | antiHBc Anti HBs INTERPRETACION

igM

POS POS NEG POS Coexistencia de HBsAg y antiHBs
Patrén serolégico inusual: inmunocomplejos, inespecificidad,
Evaluar los niveles HBVDNA

NEG POS NEG NEG antiHBc aislado
Patrén serolégico inusual: infeccidn pasada resuelta, mutantes
S,OBIl. Evaluar con AntiHBe y HBV DNA.

POS NEG NEG NEG Infeccién aguda temprana. Patrén serolégico inusual: evaluar la
presencia de HBeAg. Antigenemia fugaz post vacunacién,

tolerancia inmune, mutantes defectivos.



Carga Viral (CV) de HBV-DNA

=Objetivo: Determinar los niveles cuantitativos de viremia en pacientes con
infeccion con HBV en suero o plasma.

=Se expresa en Unidades Internacionales/ml (IU/ml) y en copias/ml (¢/ml), y los
valores absolutos se transforman en log,,.

=Aplicacién: 1) Seguimiento de la infeccidon en pacientes cronicamente infectados.
2) Andlisis de la cinética de respuesta intratramiento.3) Diagndstico de hepatitis

B oculta.



Niveles de HBV DNA en infeccion cronica




Ensayos de carga viral HBV-DNA

comercial

COBAS TaqMan
HBV Test

COBAS
AmpliPrep/COBAS
TaqgMan HBV Test

Abbott real time PCR

PCR en tiempo real
target la regién
pre-Core /Core

Extraccion
automdtica.

PCR en tiempo real
target la regién
pre-Core/Core

PCR en tiempo real
target : segmento
del gen S

Sensibilidad

cuantitativo

29 a 1,1x108 4-10 Ul/ml
Ul/ml

1 Ul= 5.82 copias

20 a 1,7x108 9 Ul/ml plasma

ul/ml
1 Ul= 5.82 copias

19 Ul/ml suero

10 a 1x10°
ul/ml
1 UI=6 copias

10-15 Ul/ml

Deteccion

Genotipo

A-G y mutantes
precore

A-G y mutantes
precore

A-G y variantes
del gen pol



Cuantificacion de HBsAg

0 Se expresa en Ul/ml .

0 Solo dos marcas comerciales lo han desarrollado Roche (Eclecsys) y

Caracteristicas Abbott (Architect)
N 0 Permiten caracterizar la fase inactiva junto con los niveles de HBV-
DNA (HBsAg <1000 Ul/ml y HBV-DNA <2000 Ul/ml).
Potenciales 0 Predecir severidad de la fibrosis en el tratamiento de naive HBeAg-
indicaciones genotipo By C.

0 Riesgo de desarrollar HCC en HBeAg — con bajos niveles de HBV-
DNA pero altos niveles de de HBsAg.

0 Mayor evidencia que sugiere el monitoreo durante la terapia con
alpha INF.




Hepatitis C



Historia natural de la infeccion por HCV

|
HCV Cronica
55% to 85%

Resuelta

15% to 45%

Cirrosis
5% to 25%

e ~.

Estable
75% to 95%

Thomas DL, et al. Clin Liver Dis. 2005;9:383-398 Strader DB, et al. Eur J Gastroenterol Hepatol. 1996;8:324-328. Seeff LB, et al. Hepatology. 2002;36(suppl):S1-
S2. Seeff LB, et al. Hepatology. 2002;36(suppl):S35-S46. Liang TJ, et al. Ann Intern Med. 2000;132:296-305. Fattovich G, et al. Gastroenterology. 1997;112:463-
472.



Algoritmos de Diagnéstico
I

Ensayode . .o 5/CO 0 Algoritmo suplementario reflejo: complejo,

tamizaje VPP> 95%

costoso y con un tiempo extendido en la

Ortho HCV Version devolucidon del resultado.

2.9131A ELISA (Manual) . . ..
0 Algoritmo con inclusion de uso de cortes de

positividad (RP, s/co) especificos para cada
Abbott HCV EIA ELISA (Manual)
2.0 : ensayo de tamizaje (VPP>95%). No disponible
para muchos ensayos.

Ortho Vitros Anti-

HCV Assay CIA (Automatizado)

0 La nueva secuencia de estudio incluye la

Abbott Axsym deteccion de RNA, y comienza con un test

Antibody to HCV MEIA (Automatizado)

rapido o con un ensayo de laboratorio, y no

Simiens Advia requiere que el resultado reactivo sea
Centaur HCV. CIA (automatizado)

Assay

Architect Anti CMIA
i [GAV (Automatizado)

reportado con su RP.




Secuencia recomendada para identificacion activa de HCV

No se detectan Ac a- HCV

—Qf Deteccion Ac. a- HC o

No detectable

No tiene infeccién activa por
HCV

v

+
Pruebas adicionales apropiadas

Reactivo

_09 Detectable

Infeccién activa por
HCV

l

Tratamiento

* Para personas que podrian haber estado expuestos dentro de los ultimos 6 meses, se recomienda el testeo de

ARN VHC o seguimiento de anticuerpos anti

considerado el estudio de ARN VHC.
* Para diferenciar entre infeccién resuelta por VHC de un falso positivo biolégico, se debera considerar el
testeo con otro ensayo de deteccidén de anticuerpos Ac. A-HCV. Si se sospecha que la persona testeada ha
tenido exposicién a HCV dentro de los Gltimos 6 meses o hay evidencia clinica de enfermedad por HCV .

VHC. Para personas

inmunocomprometidas puede ser

Fuente: CDC. Testing for HCV infection: An update of guidance for clinicians and laboratorians. MMWR 2013;62(18).

goritmo de diagnédstico y notificacion a través del SIVILA-SNVS}
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Interpretacion de los resultados de las pruebas
diagnoésticas para la infeccion por HCV

Resultados de Pruebas Interpretacion Acciones Posteriores
Diagnosticas

Ac .a-HCV No Reactivo Ac .a- HCV no detectables

Ac .a-HCV Reactivo Presunta infeccién por HCV

Ac .a- HCV Reactivo ARN -HCV
Detectable

Infeccion actual por HCV

Ac .a-HCV Reactivo
ARN-HCV No detectable

No cursa infeccion por HCV

La muestra puede ser informada como no reactivo para Ac anti HCV.
Si se sospecha de exposicion reciente o el paciente es
inmunocomprometido realizar la deteccion de ARN- HCV.

Un resultado reactivo puede ser compatible con infeccion actual,
infeccion pasada resuelta, o un falso positivo biologico para Ac anti
HCV. Se debe realizar deteccion de ARN HCV para confirmar
infeccion actual

Brindar asesoramiento apropiado y vincular al servicio de salud
para recibir la atencion y el tratamiento médico adecuado.

En la mayoria de casos no requiere ningln otro estudio.

Frente a evidencia clinica de enfermedad o exposicién en los
ultimos 6 meses es aconsejable realizar seguimiento con ARN —
HCV.



Ensayos de laboratorio aplicados en el

tratamiento
I

* Genotipo HCV
*** Genotipo epidemioldgico pre tratamiento (1-6)
** Genotipo de RAVs

* HCV-RNA cuantitativo (Carga Viral)



Técnicas disponibles para el estudio de genotipo
N

TECNICA MARCA METODOLOGIA m

INNO-LIPA HCV 2.0 INNOGENETICS HIBRIDIZACION INVERSA  5NC + CORE/E1
TRUGENE HCV SIEMENS SECUENCIACION 5NC
ABBOTT RealTime HCV ABBOTT REAL TIME PCR S5NC + NS5B

Genotipo Il assay

Estandarizados en el - SECUENCIACION 3NC, 5NC, CORE/E1,
laboratorio NS5B; NS5A



Carga viral HCV

0 Objetivo: determinar los niveles cuantitativos de viremia en pacientes con
replicacion activa del HCV.

o Aplicacion:

o determinar niveles replicativos pre-tratamiento
o Analizar la cinética de respuesta intratramiento.

0 Solo se deben utilizar métodos comerciales validados contra el estandar
de OMS que expresen sus resultados en Ul/ml.



Ensayos cuantitativos de HCV-RNA (Carga Viral)
—

Ensayo (Productor)(!]

LCx HCV RNA-Quantitative Assay
(Abbott Diagnostics)

SuperQuant
(National Genetics Institute)

Cobas TagMan HCV Test
(Roche Molecular Systems)

COBAS TagMan HCV Test v2.0
for use with High Pure System
(Roche Molecular Systems)

Abbott RealTime HCV Assay
(Abbott Diagnostics)

Cepheid Xpert® HCV Viral Load

Método

Semiautomated RT-PCR

Semiautomated RT-PCR

Semiautomated
RT-PCR

Semiautomated
RT-PCR

Semiautomated RT-PCR

Automated RT-PCR

Rango Dinamico
IU/mL
(LmDE - LMDE)

25-2,630,000
30-1,470,000

43-69,000,000

25-300,000,000

12-100,000,000

10-100.000.000

LmDE, 1U/mlL

23
30

18

15

12

10

No

S

No

No

S

S

FDA
Approved

No
No

Yes

Yes

Yes

No



Titulo de RNA Viral

¢ Qué ensayo de HCV RNA debe usarse para evaluar
respuesta a Antivirales en HCV?

0 Un ensayo cuantitativo con un LmDE de 15 IU/mL. Si el método utilizado puede arrojar
resultados Detectables no cuantificables (valor entre 10 y 25 Ul/ml) este resultado debera
ser considerado como DETECTABLE.

Tratamiento

Detectable/ —
Cuantificable

1000000 7§
100000 T
10000
1000 1
100 T
107 — ©

1-

0.17

>— DETECTABLE

LmDE

NO detectable

Respuesta Virologica | Respuesta Virolégica Sostenida

0.01 7

0.001 Tiempo



Momentos para medir carga viral
1

0 Al inicio del tratamiento

0 Semana 4

0 Semana 12 (opcional)

0 Fin de tratamiento (semana 24)

0 RVS (12 semanas post-finalizacién del tratamiento.



Nuevos ensayos serolégicos para HBV y HCV




Caracteristicas generales

Ensayos

Rdpidos

Son simples y rdpidos.

Son métodos inmunocromatograficos.

El resultado puede obtenerse entre los 4-30 minutos.

No requieren de equipamiento para su realizacién.

El entrenamiento requerido para su realizacién es minimo.

Hay desarrollados tests rdpidos combinados que detectan
simultaneamente Ac. o Ag. para sifilis, HIV y HBV.



0 Estdn disponibles desde 1990

0 Su uso ha sido Ilimitado debido debido a la
cuestionabilidad sobre:

HBV

0 Precision de los tests y eficacia comparada entre los
mismos.

Ensayos
Rdpidos

0 Aplicabilidad en los distintos escenarios.




Accuracy of Rapid Point-of-Care
Diagnostic Tests for Hepatitis B Surface
Antigen— A Systematic Review and
Meta-analysis

Mehnaaz S. Khuroo™, Naira S. Khuroo!, Mohammad S. Khuroo!

N° N° Marcas Overall Pooled (95%Cl)
Estudios comerciales

S E LR+ LR- DOS

97.1% 99.9% 1118.4 (84.7- 0.032 4094.7
(96.1-97.9) (99.8-100) 165.5) (0.023-0,045) (2504.1-6600.8)

S: 43.5-99.8%
E: 100% (90-100%) La heterogeneidad :

Sensibilidad analitica: 4Ul /ml *Localizacion del estudio
*Estandard de referencia

*Score del estudio

Journal of Clinical and Exparimental Hepatology | September 2014 | Vol 4 | Mo. 3 | 226-240



Que exige OMS en los estudios de precalificacion?
7 -

Table 1. Summary of the new the WHO performance acceptance criteria of HBsAg In vitro
Diagnostic Tests.

Intended use ElAs RDTs
Screening of blood donations, AND LoD <0.13 IU/mL LoD <0.13 1U/mL
Testing of asymptomatic and symptomatic | Sensitivity 100% Sensitivity >99%
individuals for diagnostic purposes. Specificity >98% Specificity >98%
Testing of asymptomatic and symptomatic | LoD <4 1U/mL LoD: <41U/mL
individuals for diagnostic purposes. Sensitivity 100% Sensitivity >99%
Specificity >98% Specificity >98%
Inter-reader variability N/A <5%

Hasta el momento no hay ninguno en el listado de precalificacion.



EVALUACION DEL DESEMPENO DE UN TEST RAPIDO PARA

ANTIGENO DE SUPERFICIE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B (HBsAg).
I I EEEEEEE————————————S,

Resultado de Clasificacion de
R Tipo de muestra referencia muestras segin
Referencia R E Suero ESE S Suero S SE Valores CMIA valores HBsAg (IU/ml)
(CMIA) predictivos
41 NR < 0,05 IU/ml
Suero 41 NR 41 100 % - - - VPP 100 % /
98 43 muestras
muestras 57R 53 - - 93,4 % - VPN 91 % Suero >250 IU/ml
57 R 14 muestras
Sueros
pareados | 52 NR 52 - 100 % - - VPP 100 % <250 1U/ml
(0,07-241 1U/ml)
con SE
92
mUeStraS 40 R 37 - - - 93 c'/(‘.' VPN 93 O/D 52 NR < 0,05 IU/ml
32 muestras
Suero pareado con >250 IU/ml
R sangre entera
*TR evaluado Determine, ALERE. 40R
. 8 muestras <250 IU/ml
*GS: HBsAg de Architect (CMIA). (0,08-136,7 1U/mi)
. L] o 7
Rango de cuantificacién: 0.05-250 Ul/ml

Tadey L., Mammana L., Bouzas MB. |V Congreso de Enfermedades Endemoepidemicas ,2013



Resultado del TR en suero y sangre entera en funcion de

la concentracion de HBsAg por CMIA

(n=98 muestras reactivas).
S

1000 -

‘Las 7 muestras no
detectadas en suero o
_ sangre  entera  tenian
E . valores de HBsAg entre
2100 - 0,07 y 1,73 Ul/ml por CMIA
g |- y correspondian a
3
2

SOd ¥L

] o pacientes en seguimiento
con diagnostico de HBV

93N ¥l

0,01 - Muestras HBsAg REACTIVAS por CMIA



Validacién en muestras clinicas del TR para deteccién de

HBsAg en poblaciones con distinta prevalencia para HBV.
.,

Centro N° de Gold Frecuencia Parametros
muestras Standard HBsAg Pos

Sarda 500 CMIA <0.01% E:100%

Pifero 883 ECLIA 0.1% E:99.8%,S:100%

Muiiz 523 CMIA 7% E 100%
(Sy PD) S (PD) 91.2%

S (suero) 97%
VPP(suero y PD)100%
VPN (PD) 99.4%
VPN (suero) 99,8%
Eficiencia (PD) 99.4%




Validacién en muestras clinicas del TR para deteccion de HBsAg

en poblaciones con distinta prevalencia para HBV.
I

0 Los falsos negativos fueron 1 para el TR en suero y 3 para el TR por
puncién digital.
0 La concordancia entre operadores fue del 100%.

0 En los resultados invdlidos el motivo detectado fue escasa muestra.



Resumen final |

0 Baja sensibilidad analitica.
0 Reducida sensibilidad a mutantes y a paneles de seroconversion.

0 Es importante dentro de la heterogeneidad realizar estudios de validacién en
los distintos escenarios en donde se los piense implementar.

0 Es importante la evaluacion del impacto de la inclusidon de los mismos en lo que

se refiere a su derivacidn o centros de atencidn o de vacunacion.



HCV:
Razones

para

ampliar el

diagndstico

Mejorar el diagnostico en el contexto de nuevos y
potentes regimenes libres de interferon que han
demostrado ser bien tolerados y con un minimo de efectos
adversos.

Evitar la diseminacion de la infeccion.

Reducir el riesgo a largo plazo de las complicaciones de
la enfermedad hepdtica crénica.

2011 FDA aprobé OraQuick para individuos >15 aios
con riesgo de infeccidén o personas con signos y sintomas
de hepatitis. Este ensayo fue evaluado en saliva, sangre
entera por puncion venosq, plasma, suero y sangre entera

por puncion digital.




Precalificacion: Resultados OMS

]
Ensayo Requerimiento Conservacion
de serconv.
equipamiento | muestra

SD Suero, Core, 5 Si 100% 100% + 2 dias T amb.
BIOLINE plasma, SE NS3,NS4 min (97.76 -  (98.85 -

(RDT) NS5 100%) 100%)

Oral Suero, Core, 20 No 10ul 100% 99.7% +2,75 dias 2-8 C
Quick plasma, NS3,NS4 min (97.8% (98.3 -

(POC) SE, PD,FO - 100.0%)

100.0%)

Resultados invalidos: 0% para ambos ensayos. Variabilidad inter-operadores 0,09% para
Oralquick.




Accuracy of rapid and point-of-care screening tests for
hepatitis C: a systematic review and meta-analysis.

]
POCT POCT RDT POCT
(SE) (So Plasma) (S o Plasma) (OF)
Sensibilidad 98.9% 98.9% 98.4% 97.1%
(95%Cl) (94.5% -99.8%)  (96.8% - 99.6%)  (88.9% - 99.8%)  (94.7% -98.4%)
Especificidad 99.5% 99.7% 98.6% 98.2%

(95%Cl) (97.5% - 99.9%) (99.3% -99.9%) (94.9% - 9.6%) (92.2% -99.6%)
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DRIGINAL ARTICLE

Prospective assessment of rapid diagnostic tests for the detection of

antibodies to hepatitis C wvirus, a tool for improving access to care
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TAELE |. Demaographic and virological characteriscics of the
study population, including participants with chronic
hepatitis € wvirus (HEV) infection (Group A), participants
seropositive for HCY with resolved infection (Group B) and
participants seronegative for HEV (Group C)
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TABLE 1. Performance of anti-hepatitis © virus antibody rapid
diagnostic tests with fingerstick whole blood or oral fluid,

using the enzryme immunoassay result in serum as the

reference

Specificicy Sensitiviey
(95% CI) (95% CI) LR+ LR=

llni:ml‘-:k whale blood

Orauick™ HOV Rapic 005 (97.9%.100%)  99.4% (97.9%.998%) = o0e
.ﬁ.nnbud;.' Tes

Toyo© .||-.rr|:| HOY Test  988% (F58%-99.7%) 95.0% (PA0R-97.5%) TRSD 0.043

Labmen™ HCY Tes 100 (94431 00%) &1.1% (55.8%-E98%) = 01sy

Oral fluid

OraQuick™ HCY Rapic  |00% (97.9%.100%) 97.6 (95.4%.908%) = uirz4
#ndbady Tesm

HCW, hepaticls C virus; LR+, positve likefihood rado; LR=, negacive lidihood rada
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N , h 2 Para determinar si los falsos negativos
= : ""_:_J:::_?“'T en el fluido crevicular se debian a la
g ?,-:'-!:,_ ausencia de Ac. En el mismo las 511
g 0.014 " oo muestras fueron analizadas por un
- ) ELISA de tercera generacién. Cuttoff de
corte estuvo asociado a una S y E del

00001 ' ’ 97.1%.

HCEV status
FIG. |. Dor-plot of cprical densioy values assessad with che chird-
generatlon enzyme Immunoassay [Oreha® HOV 3.0 ELISA Test Sys-
tem wich enhanced SAVe: Ortho-Clinical Diagnosdes) In erevieular fluld
accarding wo che hepadts C virus (HOV) starus: HOV.seropesitive

patents (groups A and B) and HCV-serenegadve Individuals {greup C).
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Resumen final |l
S

0 La presencia de mayor nimero de falsos negativos en fluido crevicular
puede explicarse sobre la diferencia entre este y el suero que puede ser
hasta 5 veces menor.

0 Pueden ser utiles en la expansion de la primera linea de tamizaje
especialmente en poblaciones de alto y mediano riesgo para la infeccion
por HCV pero es importante la evaluacion de los tests antes de ser incluido
en la prdctica clinica.

0 Es importante pensar circuitos atencion en el contexto del resultado a
centros de atencion y confirmacion de los resultados.
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