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RESUMEN

Este estudio evaluo la exactitud diagnostica del inmunoensayo Architect Anti-HCV (Abbott
Diagnostics), referencia 6C37-38, para la deteccion de anticuerpos totales contra el virus de
la hepatitis C (VHC), en condiciones reales de uso en el Laboratorio de Inmunologia del
Hospital San Juan de Dios (HSJD), entre noviembre de 2022 y abril de 2024. En el
diagnostico serologico institucional de la Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS), este
ensayo se utiliza como prueba de tamizaje inicial, y los resultados reactivos se confirman

mediante el ensayo HCV Inmunoblot 3.0 (MP Diagnostics).

Se analizaron 32 814 determinaciones, de las cuales 147 fueron repetidamente reactivas
(RR). De estas, el 50,3% se confirmaron como verdaderos positivos y el 49,7% como falsos
positivos. La seroprevalencia total fue 0,17%, con diferencias entre donantes (0,03%) y no
donantes (0,21%). Seguin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se considera que una
poblacion tiene seroprevalencia intermedia o alta para una infeccidon cuando esta es igual o
mayor al 2%; por lo tanto, los resultados del HSJD corresponden a un escenario de baja
prevalencia (World Health Organization, 2025). Los falsos positivos se concentraron en
valores bajos del indice sefial/punto de corte (S/CO promedio = 2,4), mientras que los
verdaderos positivos presentaron valores altos (S/CO = 14,0). El andlisis mediante curva
ROC mostr6 un area bajo la curva de 0,90, lo que confirma una buena capacidad

discriminativa del ensayo.

Con el punto de corte del fabricante (S/CO > 1,0) la especificidad fue de 4,1%; al ajustar el
punto de corte a 9,5 S/CO, la especificidad aumento a 98,6%, con una razéon de verosimilitud
positiva (LR+) de 53 y un indice de Youden de 0,71. En conjunto, los resultados muestran
que la exactitud diagnostica del Architect anti-HCV en el HSJD no se ve limitada por su
sensibilidad como prueba de tamizaje, sino por la estrategia empleada para el manejo de los
resultados inicialmente reactivos en un contexto de muy baja prevalencia. La magnitud del
indice de reactividad es clave para la interpretacion diagndstica, ya que las reactividades
bajas concentran la mayoria de los resultados no confirmados, mientras que los valores

elevados se asocian a una alta probabilidad de verdadero positivo.
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ABSTRACT

This study evaluated the diagnostic accuracy of the immunoassay Architect anti-HCV
(Abbott Diagnostics) for the detection of total antibodies against the hepatitis C virus, under
real-world conditions in the Immunology Laboratory of Hospital San Juan de Dios (HSJD)
between November 2022 and April 2024. Within the institutional serological diagnosis of
the Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS), this assay is used as the initial screening
test, and reactive results are confirmed using the HCV Immunoblot 3.0 assay (MP

Diagnostics).

A total of 32 814 results were analysed, of which 147 were repeatedly reactive (RR). Among
these, 50,3% were confirmed as true positives and 49,7% were false positives. The overall
seroprevalence was 0,17%, with differences between donors (0,03%) and non-donors
(0,21%). According to the World Health Organization, a population is considered to have
intermediate or high seroprevalence when it is equal to or greater than 2%; therefore, the
HSJD results correspond to a low prevalence setting (World Health Organization, 2025).
False positive results were concentrated at low signal-to-cutoff ratios (S/CO) (mean = 2,4),
whereas true positives showed high values (S/CO = 14,0). Receiver operating characteristic
(ROC) curve analysis showed an area under the curve of 0,90, confirming good

discriminative ability of the assay.

Using the manufacturer’s cutoff (S/CO > 1,0), specificity was 4,1%; when the cutoff was
adjusted to 9,5 S/CO, specificity increased to 98,6%, with a positive likelihood ratio (LR+)
of 53 and a Youden index of 0,71. Overall, the results indicate that the diagnostic accuracy
of the Architect anti-HCV assay at HSJD is not limited by its sensitivity as a screening test,
but by the strategy used to manage initially reactive results in a very low prevalence context.
The magnitude of the S/CO index is key for diagnostic interpretation, as low reactivity values
account for most non confirmed results, while high values are associated with a high

probability of true positivity.

viii



LISTA DE TABLAS

Tabla I.Caracteristicas demograficas de la poblacion segun resultado serologico............... 47

Tabla II.Valores del indice sefial/corte (S/CO) del Architect anti-HCV segin resultado

Te 00] (07 110 T O PR TRORRTR 48

Tabla I1I. Comparacion entre el nimero de FP esperados segun la especificidad reportada por

el fabricante y los observados en la cohorte del HSID ........cocoviiiiiiiniiniiiinincceicee 52

Tabla IV. Desempefio diagnostico del inmunoensayo Architect anti-HCV en el punto de corte

OPLIMO (9,5 S/CO)..eiieeee ettt ettt ettt ettt esate e e eeee 54

X



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.Representacion esquematica de la tira de HCV-IB 3.0 con disposicion de bandas

virales y controles internos. Fuente: MP Diagnostics, 2016...........cccccvveeiieevciieeniieeeiee e, 24

Figura 2. Esquema del proceso que sigue el fabricante para definir y ajustar el punto de

corte de un inmunoensayo. Adaptado de Hassanzad & Hajian-Tilaki (2024)...................... 30

Figura 3.Diagrama de flujo del proceso de seleccion de casos, adaptado de la guia STARD

(elaboracion propia con BIORENder). .........cccuviiiiiiiiiiiciiiceeeee e 46

Figura 4. Distribucion del indice de reactividad (S/CO) en los casos no reactivos del

ATCRITECT ANTI-HCV oottt eeeeeeaeeenenenenenes 48

Figura 5.Distribucion del indice de reactividad (S/CO) en los verdaderos positivos (VP)
Architect anti-HOC V. ..ottt ettt 49

Figura 6. Distribucion del indice de reactividad (S/CO) en los casos falsos positivos (FP)

del ATChItECt ANEI-HC V. ..o e e e e e e e e e e e e e e e e et eaaaeeeeeeeeeanaas 49

Figura 7. Dispersion de los valores del indice de reactividad (S/CO) obtenidos por el
Architect anti-HCV en los casos falsos positivos (FP) y verdaderos positivos (VP) segun la

clasificacion del HCV-IB. La linea roja indica la mediana. ...........ccccceceeverieniinennicnicnenn 50

Figura 8.Curva ROC del inmunoensayo Architect Anti-HCV utilizando el inmunoensayo

HOCV-IB COMO TEIETEINCIA. ... oottt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e eeeaaeeeeeeereennnan 53



LISTA DE ABREVIATURAS

ALT: Alanina aminotransferasa

AUC: Area bajo la curva (Area Under the Curve)

CCSS: Caja Costarricense de Seguro Social

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

CEC-HSJD: Comité Etico Cientifico del Hospital San Juan de Dios
CIARM: Conferencia Internacional de Armonizacion de Requisitos Técnicos para el
Registro de Medicamentos de Uso Humano

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CONIS: Consejo Nacional de Investigacion en Salud

Core: Antigeno estructural de la capside del virus de la Hepatitis C
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Esp: Especificidad

ER: Estandar de referencia

FP: Falsos positivos

GST: Glutation-S-transferasa

VHC: Virus de la hepatitis C

HCV cAg: Antigeno core del VHC

HCV-EIA: Inmunoensayo para la deteccion de anticuerpos totales anti-VHC
HCV-IB: Hepatitis C Virus Inmunoblot

HSJD: Hospital San Juan de Dios

1C95%: Intervalo de confianza al 95%

IFN-y: Interferon gamma

IgG / IgM: Inmunoglobulina G / Inmunoglobulina M

IR (S/CO): indice de reactividad (Sefial/Punto de corte)

J: Indice de Youden

«: Indice Kappa de Cohen

KS: prueba de Kolmogorov—Smirnov

LR+: Razdn de verosimilitud positiva

NAT: Nucleic Acid Test

Xi



NS3 /NS4 / NS5: Proteinas no estructurales 3,4 y 5 del VHC

OMS / WHO: Organizacién Mundial de la Salud / World Health Organization
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PD-1: Programmed cell death protein 1

RIG-I: Retinoic acid-Inducible Gene [

ROC: Curva caracteristica operativa del receptor (Receiver Operating Characteristic)
RR: Repetidamente reactivo

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
Sen: Sensibilidad

S/CO: Relacion sefial/punto de corte (Signal-to-Cut-off ratio)

SR-B1: Receptor Scavenger clase B tipo 1

STARD: Standards for Reporting Diagnostic Accuracy Studies

TCR: Receptor de células T

TLR: Receptores tipo Toll

Treg: Linfocitos T reguladores

URL: Unidades relativas de luz

VHB: Virus de la hepatitis B

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VN: Verdaderos negativos

VP: Verdaderos positivos

VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo

Xii



INTRODUCCION

El virus de la hepatitis C (VHC) continta siendo un reto importante para la salud publica a
nivel mundial. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente 50
millones de personas viven actualmente con esta infeccion y cada afio se producen alrededor
de un millon de nuevos casos (Global Hepatitis Report 2024, 2024). Muchas personas
infectadas desconocen hoy en dia su diagndstico, lo que limita la posibilidad de un tratamiento
oportuno y aumenta el riesgo de complicaciones asociadas como cirrosis hepatica y carcinoma

hepatocelular (Global Hepatitis Report 2024, 2024).

En Costa Rica, no existen estudios poblacionales recientes que estimen con precision la
prevalencia del VHC. Segun datos de 1a OMS recopilados por la Coalicion para la Eliminacion
Global de la Hepatitis, en 2022 la prevalencia fue de 0,55% (Coalition for Global Hepatitis
Elimination (CGHE). Country Data Profile: Costa Rica., 2022). Este dato es similar al
reportado por la Revista Médica de la Universidad de Costa Rica en ese mismo afio, aunque
dicho estudio no detalla la metodologia utilizada, por lo que debe interpretarse con cautela

(Corrales-Rodriguez et al., 2022).

La baja prevalencia de esta infeccion tiene implicaciones importantes en el diagndstico de
laboratorio, ya que influye en la exactitud de los inmunoensayos utilizados en la practica
clinica. En escenarios de baja prevalencia, aunque un inmunoensayo tenga buena sensibilidad,
el valor predictivo positivo (VPP) de esta disminuye. Esto aumenta la proporcion de resultados
reactivos que no corresponden a infeccion confirmada por VHC. Por ello, es esencial contar
con un diagndstico temprano y confiable para orientar de forma adecuada el manejo clinico

de los pacientes.

En la Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS) se emplea una estrategia diagnostica
institucional que inicia con una prueba altamente sensible para la deteccion de anticuerpos
totales anti-VHC, seguida de la confirmacion de los resultados reactivos con una técnica mas

especifica. Esta estrategia es adecuada para nuestro sistema de salud porque prioriza la
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sensibilidad en el tamizaje. Sin embargo, al aplicarse en una poblacién de baja prevalencia,

deja en evidencia limitaciones que requieren evaluacion en condiciones reales.

Dentro de esta estrategia, la prueba inicial es el inmunoensayo de
quimioluminiscencia Architect anti-HCV (Abbott Diagnostics), en adelante referido
como Architect anti-HCV, utilizado de rutina como herramienta de tamizaje. Los resultados
reactivos se confirman mediante la prueba confirmatoria HCV Inmunoblot 3.0 (MP

Diagnostics), en adelante referido como HCV-IB.

El presente estudio tiene como objetivo principal evaluar la exactitud diagnostica del
inmunoensayo Architect anti-HCV en la poblacion analizada en el Hospital San Juan de Dios
(HSJD) entre noviembre de 2022 y abril de 2024. Para ello, se analizd su desempeiio en
condiciones reales de uso, utilizando como referencia la prueba HCV-IB y aplicando
herramientas estadisticas como la curva Caracteristica Operativa del Receptor (ROC) para
determinar el punto de corte mas adecuado para nuestra poblacion (Roy-Garcia et al., 2023).
Ademas, se analiz6 la relacion entre los patrones de reactividad observados en el HCV-IB y

la clasificacion de los casos como verdaderos positivos o falsos positivos.

Este estudio busca generar evidencia local que contribuya a optimizar el uso de este
inmunoensayo en el contexto clinico nacional, promoviendo un diagnostico mas preciso y una

utilizacion mas eficiente de los recursos diagnosticos.



ANTECEDENTES

El Virus de la Hepatitis C (VHC)

Caracteristicas del VHC

El VHC es un virus ARN perteneciente al género Hepacivirus dentro de la
familia Flaviviridae. Una de sus principales caracteristicas es la elevada variabilidad genética,
debida a que su ARN polimerasa carece de un mecanismo de correccion de errores durante la
replicacion (Martinez & Franco, 2021). A esto se le suma la alta tasa de replicacion viral y la
presion selectiva del sistema inmune del huésped, que favorecen la formacién de
cuasiespecies. Gracias a esto el virus puede persistir y evadir la respuesta inmunoldgica
(Martinez & Franco, 2021). Esta heterogeneidad genética también complica el diagnostico y
manejo clinico, ya que algunas mutaciones pueden afectar regiones blanco de los anticuerpos
en los inmunoensayos o de los farmacos antivirales, reduciendo la sensibilidad diagndstica de

las pruebas o la eficacia de los tratamientos (Le et al., 2024).

El VHC es un virus pequefio y pleomorfico, con un diametro de aproximadamente de 50 a 80
nandmetros. Su estructura estd compuesta por una capside proteica (core) que envuelve el
genoma viral (Méndez-Sanchez et al., 2024). Esta capside esta rodeada por una envoltura
lipidica en la que se insertan glicoproteinas virales de tipo espicular (E1 y E2), las cuales
permiten la unidn del virus a receptores especificos en la membrana de las células blanco para
facilitar su ingreso (Metcalf et al., 2023; Velez-Moller, 2017). Una caracteristica particular
del VHC es que puede asociarse a lipoproteinas y apolipoproteinas del huésped, como Apo
Al, B, Cy E, dando origen a lipoviroparticulas (LVPs). Esta asociacion le permite al virus
evadir la respuesta inmune y facilita su interaccion con receptores celulares (Li et al., 2021;

Méndez-Sanchez et al., 2024).

El genoma viral estd compuesto por una hebra de 9 600 nucledtidos de ARN de cadena sencilla
y codifica una Unica poliproteina precursora, de aproximadamente 3 000 aminodcidos
(Goonawardane et al., 2025). Esta poliproteina da origen a 10 proteinas virales: tres proteinas

estructurales (core, E1 y E2) y siete proteinas no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
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NS5A y NS5B) (Méndez-Sanchez et al., 2024). Las proteinas estructurales participan en el
ensamblaje del virién y en el reconocimiento celular. La proteina integral de membrana p7
tiene dos dominios transmembrana y actia como canal idnico facilitando el ensamblaje viral

(Sanchez Orozco et al., 2016).

Por otro lado, las proteinas no estructurales no forman parte del virion maduro, pero si
participan activamente en la replicacion del virus (Sanchez Orozco et al., 2016). Las proteinas
NS2 y NS3 forman un complejo con actividad proteasa que corta la poliproteina precursora
en proteinas funcionales (Sanchez Orozco et al., 2016). La proteina NS3 también actiia como
helicasa, desenrollando estructuras secundarias del ARN que permiten la sintesis del genoma
viral (Martineau et al., 2024). La proteina NS4A es un cofactor que estabiliza la actividad
proteasa de NS3 (Sanchez Orozco et al., 2016). NS5A es una metaloproteina de zinc que
participa en la replicacion viral, el ensamblaje de nuevas particulas virales y la inhibicion de
la apoptosis de la célula infectada, contribuyendo a la evasion de la respuesta inmune
(Goonawardane et al., 2025). Finalmente, la proteina NS5B es una ARN polimerasa

dependiente de ARN, responsable de la sintesis de nuevos genomas virales (Laurido, 2018).

Es importante mencionar que muchas de estas proteinas como NS3, NS4 y NS5, se utilizan
como antigenos recombinantes en inmunoensayos serologicos, debido a su alta
inmunogenicidad (Jiang et al., 2021). Un ejemplo es el HCV-IB de MP Diagnostics, que
incorpora estas proteinas para detectar anticuerpos especificos contra el virus y confirmar los

resultados obtenidos en las pruebas de tamizaje (MP Biomedicals, 2019).

Ciclo replicativo del VHC

El VHC presenta tropismo hepético, por lo que su ciclo replicativo ocurre principalmente en
los hepatocitos. En la sangre, el virus circula sobre todo en forma de LVPs, lo que facilita su
captura por los receptores DC-SIGN en células dendriticas y L-SIGN en el endotelio. De esta
manera, el virus atraviesa el endotelio hacia el espacio sinusoidal y posteriormente al espacio
de Disse, un compartimento perisinusoidal ubicado entre el endotelio y los hepatocitos, donde
entra en contacto directo con la membrana basolateral de los hepatocitos. En esta membrana

se encuentran los receptores que hacen posible el ingreso del virus (Li et al., 2021).
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En este proceso participan receptores de membrana especificos como CD81 y ocludina, cuya
coexpresion en los hepatocitos favorece la entrada viral (Méndez-Sanchez et al., 2024). Sin
embargo, también se ha reportado que el VHC puede replicarse en otros tipos celulares
extrahepaticos, como monocitos, macrofagos, linfocitos B y T, células dendriticas e incluso
en la microglia del sistema nervioso central (Méndez-Sanchez et al., 2024; Song et al., 2021).
Esto sugiere que otras células podrian actuar como reservorios virales y contribuir a la

persistencia de la infeccion (Echevarria-Lima & Moles, 2024)

La entrada del virus se inicia con un anclaje inespecifico a los hepatocitos mediante la union
a proteoglicanos sulfatados y facilitado por la asociacion del virus con apolipoproteinas como
ApoE. Seguidamente, las glicoproteinas de envoltura E1 y E2 se une especificamente con SR-
B1y CD81 de los hepatocitos. Finalmente, la ocludina permite la internalizacién mediada por

clatrina, un paso importante en el ingreso del virus a la célula .

Una vez que las particulas virales son internalizadas en vesiculas endociticas, la disminucion
del pH induce cambios conformacionales en la glicoproteina E1, lo que provoca la fusion de
la envoltura lipidica viral con la membrana del endosoma. Esto permite la liberacion de la
nucleocapside hacia el citoplasma. Una vez en el compartimiento citoplasmatico, las proteinas
de la capside se separan y el ARN viral es liberado y dirigido al reticulo endoplasmico rugoso

para iniciar su traduccion (Izumida & Morita, 2024).

En el reticulo endoplasmico rugoso ocurre la sintesis proteica. E1 ARN viral actia como ARN
mensajero y es traducido directamente por los ribosomas del reticulo, generando un precursor
poliproteico que luego serd procesado por proteasas virales (NS3) y celulares. De esta forma
se originan las proteinas estructurales (core, E1, E2) y no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B) necesarias para la replicacion del virus (Izumida & Morita, 2024;
Laurido, 2018).

Por otra parte, las proteinas NS4B y NS5A, junto con algunas proteinas celulares, inducen la
reorganizacion del reticulo endopldsmico para formar una red membranosa con vesiculas de
doble membrana. En estas estructuras ocurre la replicacion del ARN viral, el ensamblaje de

proteinas y la formacion de nuevas particulas virales (Laurido, 2018).
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Las nuevas nucleocapsides adquieren su envoltura lipidica en el reticulo endoplasmico y son
transportadas a través del aparato de Golgi, donde se asocian a lipoproteinas celulares,
formando particulas LVPs. Finalmente, estas particulas son secretadas por exocitosis hacia el

espacio extracelular (Izumida & Morita, 2024).

Adicional al ciclo de replicacion cléasico, el VHC puede transmitirse directamente de un
hepatocito a otro, lo que le permite evadir la neutralizacion por anticuerpos. También puede
transferirse a través de exosomas, que transportan el ARN viral protegido sin la exposicion
directa al sistema inmune. Estos mecanismos, junto con su capacidad de infectar células
extrahepdticas, explican la persistencia del virus en el huésped y el desarrollo de la infeccion

cronica (Li et al., 2021).

Epidemiologia del VHC

Epidemiologia global y situacion en Costa Rica

La infeccion por el VHC representa un importante problema de salud publica a nivel mundial
y se considera una de las principales causas de morbilidad y mortalidad asociadas a
enfermedades hepaticas. Entre sus consecuencias mas graves se encuentran la hepatitis

cronica, la cirrosis y el carcinoma hepatocelular (World Health Organization, 2025).

En el 2024, la OMS estim6 que alrededor de 50 millones de personas vivian con infeccion
cronica por VHC y que cada afio se producen aproximadamente 1,5 millones de infecciones
nuevas. La mayoria de estas personas desconoce su diagndstico, lo que limita el acceso a
tratamiento oportuno y favorece la transmision de la infeccion (World Health Organization,

2025).

La distribucion geografica de la prevalencia de la infeccion es heterogénea en el mundo. En
Africa es de aproximadamente 2,9%, mientras que en América es de 1,3%. La region del
Mediterraneo Oriental y la Region Europea contienen la mayor cantidad de personas con

infeccidn crénica, con aproximadamente 12 millones casos en cada una (Petruzziello et al.,



7
2016; World Health Organization, 2025). Esto evidencia desigualdades en el acceso a un

diagnostico oportuno y a tratamientos antivirales efectivos.

La eliminacion del VHC es una de las metas de la OMS que forma parte de las ‘‘Estrategias
mundiales del sector de la salud contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), las
hepatitis viricas y las infecciones de transmision sexual para el periodo 2022-2030°°. El
objetivo es reducir en un 90% las infecciones nuevas por VHC y en un 65% la mortalidad
asociada para el afo 2030. Para lograrlo es necesario mejorar la deteccion activa de nuevos
casos, ampliar el acceso al tratamiento y mantener una vigilancia epidemioldgica constante

(WHO, 2024).

En el caso de Costa Rica, la informacion disponible sobre la epidemioldgica del VHC es
limitada. No existen estudios poblacionales recientes que permitan estimar de forma confiable
la prevalencia de la enfermedad, y el Ministerio de Salud no cuenta con estadisticas
actualizadas al respecto. En relacion con los factores de riesgo de infeccion por VHC, Barboza
Porras (2015) sefiala que un 43% de los casos en Costa Rica podrian atribuirse a transfusiones
sanguineas, especialmente a aquellas realizadas antes de la implementacion de los tamizajes
serologicos a donantes (Barboza Porras, 2015). Sin embargo, al revisar la referencia en la que
se apoya (Busch et al., 2005), se observa que dicho estudio no incluye informacion especifica
del pais ni reporta dicho porcentaje. Tampoco fue posible encontrar esta cifra en otras fuentes
disponibles, por lo que probablemente se trate de un dato interno no publicado, cuya validez
carece de respaldo cientifico y deberia corroborarse mediante estudios adicionales antes de

utilizarse como referencia epidemioldgica.

Algunos estudios han intentado aportar informacion sobre la situacion del VHC en el pais. En
2013, por ejemplo, se reportd una seroprevalencia del 4% en una poblacion de 100 personas
indigentes de San José (Leiva-Hidalgo etal., 2013). No obstante, debido al disefo
metodoldgico del estudio y a las caracteristicas especificas de esta poblacidn, los resultados
obtenidos no pueden extrapolarse a toda la poblacion costarricense, ya que es probable que
este grupo estuviera expuesto a un mayor nimero de factores de riesgo, lo que explicaria la

seroprevalencia elevada observada
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Otro estudio efectuado entre 1993 y 1994 report6 una seroprevalencia de 0,24% en donantes
de sangre mediante un inmunoensayo ELISA de segunda generacion (Carboni et al., 1995).
Sin embargo, estos resultados no fueron verificados mediante pruebas confirmatorias, por lo
que no es posible asegurar que los casos reportados como positivos correspondieran a
verdaderas infecciones por VHC, especialmente considerando que los donantes constituyen
una poblacion presuntivamente sana, seleccionada mediante entrevistas y criterios clinico-
epidemioldgicos destinados a excluir a personas con conductas de riesgo, en la que la

probabilidad de infeccion es baja.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se considera que una poblacion
tiene seroprevalencia baja para una infeccién cuando esta es menor al 2%; por lo tanto, los
hallazgos descritos en donantes costarricenses corresponden a un escenario de baja

prevalencia (World Health Organization, 2025).

Aunque estas investigaciones brindan una idea general, no permiten estimar con precision
cuantas personas estan realmente infectadas por VHC en el pais. Ante la ausencia de datos
representativos, se recurre al uso de datos de poblaciones especificas como las mencionadas
anteriormente, pero estas no reflejan la prevalencia real en la poblacion general. A pesar de
que la prevalencia del VHC en Costa Rica parece ser baja, su impacto en salud publica sigue
siendo relevante por la alta proporcion de personas no diagnosticadas y las complicaciones
asociadas a la infeccion cronica. Por eso es esencial la identificacion oportuna de casos
mediante herramientas diagndsticas confiables y adaptadas a la necesidad epidemiologico del

pais.

Mecanismos de transmision del VHC

El ser humano es el Unico reservorio natural conocido para el VHC, la principal fuente de
transmision es la sangre de las personas infectadas (Velez-Moller, 2017) En consecuencia, la
via parenteral es el principal mecanismo de contagio, ya sea por exposicion directa a sangre o

a hemocomponentes (Laurido, 2018)

Entre las vias de exposicion mas relevantes se encuentran:
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e Transfusiones sanguineas: histéricamente fue la principal via de transmision,
especialmente en receptores que recibieron hemocomponentes de personas infectadas antes
de que se implementara el tamizaje serologico en donantes. En la actualidad ocurre en
paises con alta prevalencia y sistemas de salud con recursos limitados (Sanchez Orozco
et al., 2016)

o Uso de drogas intravenosas: es uno de los principales factores de riesgo en la actualidad,
sobre todo por el uso compartido de agujas (Barboza, 2015). En paises como Estados
Unidos, el uso compartido de jeringas entre personas jovenes que inician su consumo de
drogas inyectables, ha cambiado el perfil epidemiologico de la infeccion (CDC, 2025).

o Uso de drogas inhaladas: aunque con menor riesgo que las intravenosas, también se ha
descrito como posible via de transmision (Laurido, 2018).

e Procedimientos invasivos: cirugias, hemodialisis o atencion médica y/o dental con
materiales punzocortantes mal esterilizados (Laurido, 2018; Orozco et al., 2016).

o Trasplante de érganos: provenientes de donantes con infeccion activa por VHC. Se han
documentado casos en receptores de higado, rifion y médula 6sea (Barboza Porras, 2015)

o Exposicion ocupacional: personal de salud que sufre accidentes con instrumentos
contaminados (Barboza Porras, 2015)

o Tatuajes, perforaciones o acupuntura: en entornos sin control sanitario adecuado,
especialmente si se utilizan instrumentos no esterilizados. También se ha descrito la
transmisiéon por el uso compartido de objetos personales contaminados con sangre
(Barboza Porras, 2015; CDC, 2025)

o Brotes nosocomiales: a pesar de los avances en bioseguridad, la OMS ha documentado
brotes en centros de salud donde persisten practicas inseguras, como el uso compartido de
viales, agujas o dispositivos entre pacientes. Esto evidencia que la transmisién en entornos
sanitarios continua siendo un desafio en regiones con sistemas de salud vulnerables (World

Health Organization, 2025).

La transmision sexual del VHC es poco comun, representa entre un 3% y un 5% del total de
casos. Sin embargo, las relaciones sexuales entre hombres, particularmente cuando hay
coinfeccion con VIH o précticas sexuales traumaticas con dafio en las mucosas, representan

una via creciente de transmision (CDC, 2025; Laurido, 2018)
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La transmision perinatal es muy poco probable (Laurido, 2018). La tasa de ocurrencia se
estima entre un 3% a 6%, y el riesgo aumenta cuando la madre presenta una carga viral elevada
(CDC, 2025; Panagiotakopoulos, 2023). Hasta ahora no se ha demostrado que la lactancia

materna sea una via de transmision (World Health Organization, 2025)

Poblaciones vulnerables y grupos de riesgo

Aunque los mecanismos de transmision del VHC estan bien definidos, el riesgo de infeccion
no es uniforme en toda la poblacion. Algunas personas tienen mayor probabilidad de
infectarse debido a factores sociales, practicas de riesgo o antecedentes médicos (World
Health Organization, 2025). Entre ellas se encuentran los usuarios de drogas endovenosas, los
hombres que tienen sexo con hombres y quienes han recibido transfusiones o procedimientos
invasivos en circunstancias con control sanitario deficiente. También se considera en riesgo a
los hijos de madres con infeccion activa al momento del parto (World Health Organization,

2025).

Ademas, ciertas condiciones favorecen la propagacion comunitaria del VHC, como el entorno
carcelario, el uso compartido de articulos personales contaminados y la coinfeccion con VIH,
que eleva la susceptibilidad y la carga viral, facilitando la transmisiéon (Méndez-Sanchez et

al., 2024).

La OMS incluye entre los grupos de riesgo a personas migrantes provenientes de regiones con
alta endemicidad, trabajadores sexuales y personal de salud con exposicion ocupacional
(World Health Organization, 2025). Es importante identificar estos grupos para comprender
los patrones actuales de transmision y disefiar estrategias diagnodsticas diferenciadas. En el
abordaje diagnoéstico estas poblaciones deben ser priorizadas, debido a presentan una mayor

probabilidad de infeccion.

Asimismo, la OMS recomienda el tamizaje de donantes de sangre en regiones donde la
seroprevalencia de anticuerpos anti-VHC en la poblacion general es mayor de 2%, con el fin
de reducir el riesgo de transmision a través de hemocomponentes (World Health Organization,

2025). Sin embargo, los donantes de sangre voluntarios representan una poblacion
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considerada sana, seleccionada bajo criterios que disminuyen el riesgo aparente de infeccion
y filtrada mediante cuestionarios clinico-epidemiologicos y pruebas seroldgicas. Esto hace
que su probabilidad pre-test de infeccion por VHC sea muy baja, lo que disminuye el valor
predictivo positivo (VPP) del inmunoensayo en esa poblacion y aumenta la probabilidad de

obtener resultados falsamente positivos.

Fisiopatologia v manifestaciones clinicas de la infeccion por VHC

Fisiopatologia e inmunologia de la infeccion por VHC

El VHC no destruye directamente a los hepatocitos, sino que es la respuesta del sistema
inmune del huésped, especialmente la mediada por linfocitos T, la que provoca inflamacion
cronica y dafio progresivo en el higado (Laurido, 2018). Sin embargo, el virus puede inducir
cambios metabolicos como acumulacion de grasa en el higado, la resistencia a la insulina y el
aumento del estrés oxidativo. La combinacion de los factores inmunologicos y metabolicos

favorece el desarrollo de fibrosis hepatica (Laurido, 2018).

En fases tempranas de la infeccion, el sistema inmune innato reconoce al virus a través de
receptores de reconocimiento de patrones moleculares, como los receptores tipo Toll (TLR) y
RIG-I, en los hepatocitos. La activacion de estos receptores desencadena una cascada de
sefiales intracelulares que inducen la produccion de interferones tipo I y III, asi como otras
proteinas con actividad antiviral (Di Stasio et al., 2024; Laurido, 2018). Estas citoquinas
generan un estado antiviral en las células hepaticas y estimulan la activacion de células NK y
macrofagos, reforzando la respuesta antiviral temprana (D1 Stasio et al., 2024). Ademas, las
células NK contribuyen a contener la infeccion mediante la destruccion de hepatocitos
infectados y la liberacion de interferon gamma (IFN-y), lo que potencia el entorno antiviral y
facilita la activacion de la respuesta adaptativa (Njiomegnie et al., 2020). Esta respuesta innata
ayuda a contener la infeccion y al mismo tiempo activa mecanismos que daran paso a la

inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa frente al VHC involucra la produccion de anticuerpos especificos

contra proteinas estructurales y no estructurales del virus por parte de los linfocitos B,
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aunque solo una pequefia fraccion de estos tiene capacidad neutralizante (Laurido, 2018). Al
mismo tiempo, los linfocitos T CD4" y CD8" reconocen antigenos virales; los CD8" eliminan
hepatocitos infectados mediante citotoxicidad mediada por la produccion de IFN-y, mientras

que los CD4" coordinan y sostienen esta respuesta (Laurido, 2018).

La calidad de la respuesta de los linfocitos T es determinante en el control de la infeccion.
Durante la fase aguda, la viremia suele mantenerse elevada entre 8 y 12 semanas, hasta que
aparecen respuestas especificas mediadas por linfocitos CD4" y CD8", lo que coindice con
una disminucidn en la viremia (Hartlage & Kapoor, 2021). Cuando esta respuesta no logra
eliminar el virus, los linfocitos T, especialmente los CD4", entran en un estado de agotamiento
funcional, que reduce progresivamente su capacidad de controlar la infeccién y favorece la
progresion hacia la cronicidad (Hartlage & Kapoor, 2021). Aunque los CD8" son los
principales efectores antivirales, dependen de la colaboracion de los CD4" para sostener su
actividad. Tras una infeccion resuelta, se producen linfocitos T de memoria que permanecen

por afios y permiten un control mas rapido en reinfecciones (Hartlage & Kapoor, 2021).

El virus, sin embargo, cuenta con mecanismos para interferir con estas respuestas. Los CD8"
pueden volverse irrelevantes debido a mutaciones de escape en los epitopos que reconocen, o
caer en un estado de agotamiento caracterizado por pérdida progresiva de funciones efectoras,
ausencia de memoria y sobreexpresion de receptores inhibitorios como PD-1. La pérdida
temprana de los linfocitos CD4" especificos contra el virus es uno de los predictores de
cronicidad, porque sin ellos los CD8" no logran sostener la actividad antiviral. En cambio,
cuando los CD4" se mantienen funcionales y los CD8" evitan el agotamiento, el virus es

eliminado espontaneamente (Hartlage & Kapoor, 2021).

En cuanto a los anticuerpos neutralizantes, su aparicion temprana en la fase aguda se asocia
con eliminacion espontanea, mientras que su desarrollo tardio puede retrasar la resolucion de
la infeccion. En reinfecciones, la memoria de estos anticuerpos permite un control mas
eficiente de la viremia. Sin embargo, la alta capacidad de mutacion del VHC y su capacidad

de circular asociado a lipoproteinas complica el reconocimiento por parte de estos anticuerpos.
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Ademas, la transmision directa del virus de célula a célula evade los anticuerpos circulantes

(Hartlage & Kapoor, 2021).

Por otra parte, proteinas virales como NS3 y NS4B interfieren con la produccion de
interferones tipo I, mientras que NS4A inhibe enzimas celulares con funcion antiviral, como
OAS y PKR, lo que reduce la capacidad de la célula para eliminar el virus (Laurido, 2018).
Adicionalmente, la proteina E2 interfiere con la sefializacion intracelular del receptor de
linfocitos T (TCR) y, junto con la expresion sostenida del receptor inhibitorio PD-1 y
la expansion de linfocitos T reguladores (Treg), contribuye al agotamiento funcional de la

respuesta T (Laurido, 2018).

Cuando el virus no es eliminado, la inflamacion hepatica se vuelve cronica, provocando dano
progresivo en el tejido (Laurido, 2018). Ademas, la activacion de las células estrelladas
hepéticas conlleva la produccion de colageno y otros componentes de la matriz extracelular,
contribuyendo al desarrollo de fibrosis. Con el tiempo, este ambiente inflamatorio constante
junto con el estrés oxidativo acelera el desarrollo de cirrosis, danando la estructura y la funcion

del higado (D1 Stasio et al., 2024).

Adicionalmente, el VHC altera la expresion de genes relacionados con el metabolismo
hepatico, favoreciendo la acumulacion de lipidos en los hepatocitos, el desarrollo de
resistencia a la insulina y el aumento del estrés oxidativo. Estos cambios potencian el dafo
hepatico y la progresion de la enfermedad hacia fibrosis en pacientes con infeccion cronica
(Méndez-Sanchez et al., 2024; Vélez-Moller, 2017). Ademas, estos cambios se han vinculado
con manifestaciones extrahepaticas, como enfermedad cardiovascular y renal (Méndez-

Sanchez et al., 2024).

Determinantes de la evolucion hacia resolucion o cronicidad

Se estima que aproximadamente el 20% de los casos se resuelven espontdneamente gracias a
una respuesta inmunologica efectiva. Sin embargo, en el 80% restante el sistema inmune no

logra la eliminacion del virus, lo que lleva a una infeccion cronica persistente (Laurido, 2018).
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Existen varios factores que influyen en si la infeccion se resuelve o progresa a cronicidad.
Entre los que favorecen la resolucion espontanea se encuentran: el sexo femenino, la edad
menor de 35 afios, la presencia de sintomas con aumento de transaminasas, la presencia del
polimorfismo C/C en el gen de la interleuquina-28B (IL28B) y ciertos alelos HLA de clase 11
que facilitan la presentacion antigénica (Laurido, 2018; C.-H. Liu & Kao, 2023).

Por otro lado, la coinfeccion con el VIH o con virus de la Hepatitis B (VHB), el estado de
inmunosupresion, el origen étnico africano, el genotipo viral del VHC, la carga maxima de
ARN alcanzada y la diversidad de cuasiespecies se asocian con un mayor riesgo de progresion
a cronicidad (C.-H. Liu & Kao, 2023; Velez-Moller, 2017). Por ejemplo, los genotipos virales
lay 3 se asocian con mayor riesgo de progresion a cirrosis y hepatocarcinoma (Velez-Moller,
2017). Adicionalmente, la calidad de la respuesta inmune adaptativa del huésped es
determinante. La persistencia de linfocitos T CD4" que mantengan la actividad de los CD8"
permite que la respuesta antiviral sea adecuada. Se ha descrito que respuestas tempranas y
fuertes de linfocitos CD8", en ausencia de anticuerpos neutralizantes, ejercen una presion
selectiva sobre el virus, lo cual favorece el escape viral y el establecimiento de cronicidad.
Por el contrario, la coexistencia de linfocitos T funcionales y anticuerpos neutralizantes desde

etapas tempranas de la infeccion se asocia con resolucion de la infeccion (Walker et al., 2025).

Manifestaciones clinicas agudas y cronicas

La hepatitis C aguda se define por la presencia de cualquier sintoma de hepatitis viral aguda
mas ictericia o elevacion sérica de la enzima alanina aminotransferasa (ALT), junto con la
deteccion serologica de anticuerpos anti-VHC, ARN del VHC o la deteccion del antigeno viral
en los primeros seis meses posteriores a la infeccion. Sin embargo, los niveles de ALT pueden
fluctuar y la seroconversion de los anticuerpos anti-VHC puede retrasarse durante la infeccion

aguda por VHC (Woo & Choi, 2024)

Aproximadamente un 80% de las personas con infeccion aguda por VHC son asintomaticas.
En pacientes sintomadticos, el periodo de incubacion entre la exposicion e inicio de sintomas
va desde las 2 a 12 semanas (C.-H. Liu & Kao, 2023). Cuando se presentan sintomas, pueden

ser inespecificos, por lo que la infeccion pasa desapercibida y es dificil de diagnosticar (Velez-
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Moller, 2017). Por eso, en la mayoria de los casos el diagndstico se realiza de manera casual
en el laboratorio y no a partir de la sospecha clinica, lo que subraya la importancia de contar
con pruebas diagndsticas sensibles para detectar la infeccion a tiempo (Laurido, 2018; Vélez-
Moller, 2017; WHO, 2022). En los pacientes que desarrollan sintomas, estos suelen aparecer
entre 6 y 8 semanas después del inicio de la infeccion y pueden durar hasta 12 semanas. Los
mas frecuentes incluyen malestar general, astenia, adinamia, hiporexia, febricula y con menor
frecuencia ictericia (Laurido, 2018). Esta tltima se presenta principalmente en personas con
elevaciones marcadas de las transaminasas, lo cual ocurre tipicamente entre 10 y 12 semanas

(Laurido, 2018).

La hepatitis C se considera cronica cuando el virus persiste en el huésped por mas de 6 meses
(Velez-Moller, 2017). Su evolucion es lenta y silenciosa y la mayoria de los pacientes
permanecen asintomaticos o presentan sintomas leves e inespecificos por afios, hasta que se
desarrolla fibrosis hepatica o cirrosis (Laurido, 2018). Los sintomas mas frecuentes son fatiga,
debilidad general, mialgias, artralgias y pérdida de peso (Laurido, 2018). La constante
inflamacion hepatica, con viremias persistentes, provoca dafio progresivo en el parénquima
hepético, lo que lleva al desarrollo de fibrosis y eventualmente cirrosis. Esta evolucion
incrementa el riesgo de carcinoma hepatocelular, que puede darse alin en ausencia de cirrosis

previa (Laurido, 2018).

Ademéas de la afectacion hepatica, el VHC puede comprometer otros organos y tejidos. Se
estima que entre un 30% y un 40% de los pacientes presentan manifestaciones extrahepaticas.
Entre las més frecuentes se encuentran la crioglobulinemia mixta, la porfiria cutanea tarda y
la glomerulonefritis membranoproliferativa (Laurido, 2018). También se ha descrito su
asociacion con enfermedades autoinmunes como el sindrome de Sjogren y la tiroiditis
autoinmune (Laurido, 2018). Otras manifestaciones extrahepaticas incluyen alteraciones
neuropsiquiatricas, trastornos linfoproliferativos, manifestaciones dermatologicas y
nefrologicas (Méndez-Sanchez et al., 2024). Estas manifestaciones reflejan que la infeccion

por VHC tiene un efecto sistémico que afecta también otros sistemas del organismo.
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Diagnostico de laboratorio del VHC

El diagnostico del VHC requiere pruebas que permitan detectar tanto la exposicion previa al
virus como la infeccidn activa. La estrategia recomendada por la OMS consiste en una prueba
inicial para la deteccion de anticuerpos anti-VHC, seguida de una prueba confirmatoria que
identifique la replicacion activa del virus, como la deteccion de ARN viral o del antigeno core

(World Health Organization, 2022)

Algunas de las indicaciones mas frecuentes de este tipo de pruebas son el tamizaje serologico
de los donantes de organos y tejidos asi como el control prenatal, dado que frecuentemente
ambas indicaciones corresponden a un requisito de seguridad y no a una indicacion realizada
en un escenario de sospecha clinica, normalmente se consideran poblaciones de baja
prevalencia, en dado caso los resultados positivos obtenidos en los inmunoensayos empleados
como tamizaje pueden tener un VPP reducido. Por esta razon, la confirmacion con una prueba
que detecte directamente al virus, como el ARN o el antigeno core, mejora el VPP de la
estrategia seroldgica y reduce el numero de falsos positivos (World Health Organization,
2019). Una situacion similar ocurre en otras infecciones virales, como el SARS-CoV-2, donde
en contextos de baja prevalencia, aun en ensayos con buena sensibilidad y especificidad se
genero6 una cantidad considerable de falsos positivos. Esto demuestra que el VPP no depende
solamente de las caracteristicas técnicas de la prueba, sino también de la poblacion en la que
se utiliza. Por eso, es clave complementar el tamizaje con pruebas confirmatorias especificas

para lograr diagndsticos mas confiables (Santini et al., 2020).

Diagnostico en Costa Rica

En Costa Rica, la CCSS emplea como prueba de tamizaje inicial la prueba Architect anti-HCV
(Abbott), un inmunoensayo de quimioluminiscencia para la deteccion de anticuerpos totales
contra el VHC. En adelante, en este estudio se haréd referencia a esta prueba simplemente
como “Architect anti-HCV”. Los casos con resultado reactivo son confirmados mediante

el HCV-IB 3.0 (MP Diagnostics), de acuerdo con el abordaje institucional vigente.
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Aunque en el pais existe disponibilidad para realizar deteccion de ARN y de antigeno core de
VHC, estas determinaciones no forman parte del algoritmo confirmatorio. Debido a esto, el
presente estudio se enfoca en evaluar la exactitud diagnodstica del inmunoensayo Architect
anti-HCV en las condiciones reales de uso, usando como referencia el resultado del HCV-IB,

que es la herramienta confirmatoria establecida en la CCSS.

Cinética de marcadores diagnosticos en la infeccion aguda por VHC

En la infeccién aguda, el ARN viral es el primer marcador detectable en sangre, usualmente
entre la primera y segunda semana después de la exposicion, mediante pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos (NAT) (Woo & Choi, 2024). Su concentracion aumenta de
forma acelerada al inicio de la infeccion y alcanza un pico entre la semana 6 y la semana 10
posterior a la infecciéon. En los casos que se resuelven de forma espontianea, el ARN
desaparece a los 6 meses (Sanchez Orozco et al., 2016; Zilouchian et al., 2025). Sin embargo,
en algunos casos la positividad del ARN puede ser intermitente, por lo que un resultado
negativo debe confirmarse con una nueva muestra tras un intervalo aproximado de seis meses,
especialmente en pacientes con factores de riesgo que favorecen la progresion a cronicidad

(Pondé, 2025).

Por otro lado, el antigeno core (HCV cAg) se libera en sangre periférica durante el ensamblaje
viral y puede identificarse poco después del ARN, aproximadamente entre los dias 12 y 15
posteriores a la infeccion. Es un marcador sensible y especifico de infeccion activa (Woo &
Choi, 2024). Como se menciond anteriormente, a pesar de que en la CCSS esta prueba esta
disponible como herramienta complementaria, no forma parte de la estrategia serologica

diagnostica institucional y no fue contemplada en este trabajo.

Los anticuerpos anti-VHC generalmente se detectan entre la séptima y novena semana
después de la exposicion, aunque el rango puede variar entre 3 a 22 semanas (Woo & Choi,
2024). En pacientes inmunocomprometidos la seroconversion puede tardar hasta 12 meses o
incluso no ocurrir (C.-H. Liu & Kao, 2023; Pond¢, 2025). Esto implica que, si la prueba se
realiza durante la ventana diagnostica antes de la seroconversion de los anticuerpos anti-VHC,

o en casos donde no se desarrolla la respuesta serologica tipica, el resultado puede ser negativo
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a pesar de la presencia de infeccion. Esto puede hacer que no se detecten algunos casos en

fase aguda y que el control clinico de la infeccion se vea limitado (Pondé, 2025).

En cuanto a la secuencia de aparicion de los anticuerpos, primero aparecen los anticuerpos
contra la proteina del core (epitopo c22c), seguidos de los dirigidos a la region NS3 (epitopo
c33c), posteriormente los anti-NS5 y en ultimo lugar, los anti-C100-3 en infecciones
autolimitadas. La respuesta de anticuerpos frente a los antigenos del VHC puede ser variable,
influida por el genotipo infectante y variar segun el desenlace de la infeccion (Pondé, 2025).
Después de una infeccion resuelta, los anticuerpos tienden a permanecer detectables de
manera indefinida, aunque en ciertas circunstancias clinicas pueden disminuir hasta ser
indetectables o incluso desaparecer de la circulacion (Pond¢, 2025). Este orden de aparicion
y persistencia tiene relevancia practica, ya que el HCV-IB se interpreta en funcién de los
patrones de reactividad de estos epitopos, lo que permite diferenciar verdaderas infecciones

de reactividades inespecificas.

Aunque en la fase aguda los pacientes producen anticuerpos IgM frente al VHC, su deteccion
no se utiliza en los andlisis de laboratorio de rutina. Los inmunoensayos comercialmente
disponibles detectan anticuerpos totales (IgG + IgM). Ademas, los anticuerpos IgM pueden
encontrarse tanto en infeccion aguda como en crénica, lo que limita su utilidad como marcador
diferencial. Esto ocurre porque el virus tiende a persistir y volverse cronico en la mayoria de
los casos, de modo que los anticuerpos IgM pueden seguir detectables de forma sostenida

durante la replicacion viral activa (Pondé, 2025).

Por tltimo, otra herramienta clinica de apoyo para valorar la actividad de la enfermedad es la
alanina aminotransferasa (ALT), un marcador de dafio hepatico que se eleva a partir de la
cuarta semana posterior a la exposicion. Tanto la ALT como la carga viral pueden presentar

oscilaciones durante la fase aguda (C.-H. Liu & Kao, 2023)

Evolucion de los inmunoensayos para la deteccion de VHC

Los primeros inmunoensayos para VHC aparecieron en 1989 y solo incluian un epitopo

recombinante (c100-3 de la region NS4). Tenian una ventana diagnostica muy amplia de 4 a
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6 meses. Ademas, su baja sensibilidad y especificidad limitaba mucho su uso como

herramienta diagnostica (Warkad et al., 2019; Zilouchian et al., 2025).

En 1992 surgieron los inmunoensayos de segunda generacion, que incluyeron mas antigenos
virales: epitopo ¢22-3 de la region core , epitopo c33c de la region NS3 y los epitopos C200
y HC-31 de la region NS4. Esto permitid una mejor sensibilidad y disminucién en la ventana

diagnéstica a un rango de 10 a 24 semanas (Warkad et al., 2019; Zilouchian et al., 2025).

En 1996 se desarrollaron los inmunoensayos de tercera generacion, que utilizaban una
tecnologia de antigenos multiples mucho mas robusta. Se incluy6 al epitopo 5-1-1p de la
region NS4 y epitopos de la region NS5. Con esto se redujo la ventana diagnostica a 7-8

semanas (Warkad et al., 2019; Zilouchian et al., 2025).

Luego se desarrollaron las pruebas de cuarta generacidon, conocidas como ‘‘pruebas
combinadas antigeno—anticuerpo’’, que permiten detectar en el mismo ensayo tanto
anticuerpos como antigenos del VHC. Con esto se acort6 la ventana diagnoéstica a 26 dias y

aumento su sensibilidad (Warkad et al., 2019; Zilouchian et al., 2025).

Ademas de la inclusion de antigenos, también evolucionaron las plataformas de deteccion. Se
paso de métodos colorimétricos tradicionales a plataformas de quimioluminiscencia. En estas,
los antigenos virales se encuentran fijados a microparticulas magnéticas y, si en la muestra
hay anticuerpos contra el virus, se unen a ellas. Posteriormente, los anticuerpos se detectan
mediante un anticuerpo marcado con una molécula quimioluminiscente y luego de la reaccion
enzimdtica, se produce luz que el analizador cuantifica. Esta tecnologia mantiene la
sensibilidad y especificidad de los inmunoensayos de tercera o cuarta generacion, con la
posibilidad de automatizar el proceso, hacerlo mas preciso y con tiempos de respuesta

menores (Warkad et al., 2019).

A pesar de que cada avance representd una mejora en sensibilidad, especificidad y ventana

diagnostica, el rendimiento real de estos ensayos depende de las condiciones en que se aplican.
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Prueba presuntiva: inmunoensayo Architect anti-HCV

Las pruebas de tamizaje se utilizan principalmente en personas sanas o asintomaticas, para
identificar a los que podrian estar infectados. Ante un resultado inicialmente reactivo, se
requiere la realizacion de estudios adicionales més especificos (Santini et al., 2021). Las
pruebas con uso previsto de tamizaje deben tener una alta sensibilidad que permita detectar la
mayoria de los casos positivos, deben ser simples, de bajo costo y faciles de implementar

(Evans et al., 2005).

El Architect anti-HCV (Abbott Diagnostics) es la prueba de tamizaje utilizada en la CCSS
para la deteccion inicial de infeccion por VHC. Este es un inmunoensayo automatizado de
quimioluminiscencia que detecta la presencia de anticuerpos totales dirigidos contra proteinas
estructurales y no estructurales del virus en el suero de los pacientes. El fabricante utiliza dos
antigenos recombinantes: el primero es la proteina HCr-43 compuesta por dos regiones
codificantes no contiguas del genoma del virus, correspondiente a NS3 y core. El segundo es
la proteina ¢100-3, que representa una region del genoma viral correspondiente a las proteinas
no estructurales NS3 y NS4, y que abarca los aminoacidos 1569 a 1931 de la poliproteina del
VHC (Abbott Diagnostics, 2021).

El procedimiento consiste en mezclar la muestra del paciente con microparticulas
paramagnéticas recubiertas con estos antigenos recombinantes. Si la muestra contiene
anticuerpos anti-VHC, estos se uniran a las microparticulas recubiertas. Luego se afiade un
conjugado anti IgG/IgM marcado con acridina que, al reaccionar con las soluciones de
preactivacion y activacion, genera una reaccion quimioluminiscente que se mide como
unidades relativas de luz (URL) (Abbott Diagnostics, 2021). La empresa Abbott reporta
mejoras técnicas en el disefio de este inmunoensayo en la patente ES2820877T3, como el uso
de antigenos optimizados y estrategias para disminuir interferencias inmunoldgicas como por

ejemplo los anticuerpos heterdfilos y factores reumatoides (Abbott Laboratories, 2021).

El fabricante establece que la cantidad de anticuerpos anti-VHC presentes en la muestra se

refleja directamente en la intensidad de la sefal de luz generada. El sistema expresa este
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resultado como un indice senal/punto de corte (S/CO), calculado al dividir el valor de URL
de la muestra entre del punto de corte, definido por la medicion del calibrador 1 durante la
calibracion del reactivo (Abbott Diagnostics, 2021). Este indice S/CO no representa una
medida cuantitativa de la cantidad de anticuerpos presentes en la muestra, sino una relacion
relativa definida por el fabricante. Es decir, el valor del S/CO no equivale a un titulo de
anticuerpos ni permite establecer de forma directa en qué fase de la infeccion se encuentra el
paciente, sino unicamente si la muestra se clasifica como reactiva o no, de acuerdo con el

punto de corte definido en la calibracion (Abbott Diagnostics, 2021).

Segtin las especificaciones un valor S/CO mayor o igual a 1,00 se reporta ‘reactiva para anti-
VHC’, lo que significa que la sefial quimioluminiscente generada por la muestra es igual o
superior a la sefial de corte establecida. Por el contrario, una relaciéon menor a 1,00 se considera
“‘no reactiva’’. Toda muestra reactiva debe ser reanalizada por duplicado y si se confirma la
reactividad, se requiere pruebas confirmatorias mediante inmunoensayos mds especificos

como inmunoblot o NAT (Abbott Diagnostics, 2021).

Aunque el fabricante establece este umbral, diversos estudios han mostrado que los resultados
cercanos al punto de corte (S/CO >1,0) concentran la mayoria de las reactividades
inespecificas, mientras que los valores altos se asocian con una probabilidad muy elevada de
verdadera infeccion (Moretti et al., 2012; Zhang et al., 2015; Kirisci & Caligkan, 2019;
Sookoian & Castano, 2002). En conjunto, estos hallazgos respaldan la necesidad de verificar
localmente el punto de corte, de modo que los valores de S/CO reflejen mejor la realidad

epidemioldgica y poblacional del laboratorio.

Segun los datos del fabricante, el inmunoensayo Architect anti-HCV alcanza una sensibilidad
del 100% (Intervalo de confianza al 95% 1C95%: 99,18-100) en 449 muestras confirmadas
positivas, que incluyeron los genotipos virales 1 a 6. En cuanto a la especificidad, Abbott
Diagnostics informa un desempefio del 100% (IC95%: 99,93—100) en donantes de sangre y
de 99,4% (I1C95%: 97,95-99,91) en pacientes hospitalizados (Abbott Diagnostics, 2021).

Estos valores reflejan un rendimiento practicamente perfecto en condiciones de validacion
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controlada. Sin embargo, en la practica clinica pueden observarse variaciones, especialmente
en poblaciones de baja prevalencia, donde la proporcion de falsos positivos tiende a aumentar,
pues como se comento anteriormente los analisis se suelen indicar en escenarios donde existe
una baja probabilidad pre-test en individuos asintomaticos y sin un riesgo razonable de haber

adquirido una infeccion por VHC.

Prueba confirmatoria: HCV Inmunoblot

Las pruebas confirmatorias se realizan después de obtener un resultado reactivo en el tamizaje,
con el fin de confirmar o descartar la infeccion. Para este proposito deben tener una alta
especificidad, es decir, una baja tasa de falsos positivos. Esto es fundamental para evitar

clasificar errbneamente como enfermas a personas sanas (Santini & Eaton, 2022).

En Costa Rica, la confirmacion diagnostica de la infeccion por VHC se realiza mediante el
ensayo HCV Blot 3.0 (MP Diagnostics), una prueba cualitativa que detecta anticuerpos IgG
contra distintos antigenos virales recombinantes, incluidos el antigeno de la capside y las
proteinas no estructurales NS3, NS4 y NS5. Estos antigenos son inmovilizado en tiras de

nitrocelulosa (MP Diagnostics, 2016).

Los antigenos se expresan como proteinas de fusion con GST (glutation-S-transferasa), lo que
permite su produccion, purificacion y estabilidad. Cada uno de estos antigenos fusionados
(antigeno del VHC con GST) se deposita por separado en posiciones especificas a lo largo de
la tira, lo que permite evaluar la reactividad del suero del paciente de forma individual frente
a cada proteina viral. Ademas, se incluye una banda que contiene solo GST, que funciona
como control de reactividad inespecifica del paciente hacia la porcion no viral (MP
Diagnostics, 2016). Cada tira también incorpora dos controles internos de IgG humana: una
banda de alta intensidad (3+) y otra banda de baja intensidad (1+), que sirven como referencia

visual para interpretar la intensidad de las bandas reactivas.

El procedimiento consiste en incubar el suero diluido del paciente sobre la tira de

nitrocelulosa. Si la muestra tiene anticuerpos especificos contra alguno de los antigenos
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virales, estos se unirdn a los antigenos correspondientes. Luego se realizan lavados para
eliminar los componentes no unidos y se afiade una IgG anti-humana conjugada con fosfatasa
alcalina, que se unira a los anticuerpos adheridos. Posteriormente, se incorpora un sustrato
enzimatico que reacciona con la fosfatasa alcalina, generando una sefial visual en forma de
bandas reactivas correspondientes a las proteinas virales reconocidas por los anticuerpos del
paciente. Estas bandas pueden observarse directamente sobre la tira, como se ilustra en la
Figura 1, y representa los antigenos virales reconocidos por los anticuerpos presentes en la

muestra (MP Diagnostics, 2016).

La interpretacion del resultado se basa en la intensidad de las bandas observadas en la tira,
que se compara con bandas de control interno (alta y baja intensidad de IgG humana) incluidas
en cada tira (MP Diagnostics, 2016). Segun el patron de reactividad observado, los resultados

se clasifican como:

e Negativo: no se observa ninguna banda viral o la reactividad es menor a 1+, sin cumplir
criterios de positividad.

e Indeterminado: reactividad de 1+ o mayor en una sola banda viral, o reactividad
simultdnea en GST y en un algin antigeno viral, sin cumplir con los criterios de un
resultado positivo. Esta reactividad puede corresponder a una reaccion inespecifica, a una
infeccidn pasada ya resuelta o a una seroconversion temprana (MP Diagnostics, 2016).

e Positivo: reactividad de 1+ o mayor en al menos 2 antigenos virales, o reactividad de 2+

0 mas en la banda correspondiente al nucleo (core).
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Figura 1.Representacion esquemdatica de la tira de HCV-IB 3.0 con disposicion de bandas
virales y controles internos. Fuente: MP Diagnostics, 2016.

Estudios indican que no todos los antigenos del VHC provocan la misma respuesta de
anticuerpos en las distintas etapas de la infeccion. La proteina core, como forma parte
estructural de la capside viral, genera una respuesta temprana y persistente que indica
exposicion al virus, pero por si sola no permite diferenciar entre infeccion resuelta o activa.
En cambio, la proteina NS3, que es muy inmunogénica y estd directamente relacionada a la
replicacion viral, se asocia mds estrechamente con infeccion activa. Rafik et al. (2016)
demostraron que la deteccion simultanea de anticuerpos contra core y NS3 en el inmunoblot
es clasico de la infeccion cronica, mientras que los perfiles limitados a una sola banda débil o
con ausencia de NS3 suelen corresponder a reactividades inespecificas o a infecciones pasadas

con respuesta de anticuerpos en disminucion.

Gracias a que el HCV-IB detecta multiples antigenos virales, permite identificar tanto
infecciones activas como etapas mas tempranas o incluso procesos ya resueltos, donde puede
quedar cierta reactividad. Sin embargo, el inserto sefiala que un resultado negativo no descarta

exposicion previa y que un resultado indeterminado no debe interpretarse como definitivo
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(MP Diagnostics, 2016). En estos casos, se recomienda repetir la prueba entre 2 y 6 meses

después o realizar una prueba molecular para confirmar si existe infeccion activa.

Segun el fabricante, el ensayo HCV Blot 3.0 (MP Diagnostics) tiene una sensibilidad mayor
al 99,9%, evaluada en 330 muestras inicialmente reactivas por ELISA, de las cuales 329
fueron confirmadas positivas por inmunoblot. Con respecto a la especificidad, se reporta un
desempefio alto al analizar 200 donantes sanos (193 con resultado negativo y 7
indeterminados), asi como 280 muestras clinicas con otras condiciones infecciosas (virales y
bacterianas) y con posibles interferencias (muestras prenatales, lipémicas, ictéricas y
hemolizadas), sin evidenciar falsos positivos (MP Diagnostics, 2016). Esto refleja un
rendimiento muy bueno en condiciones controladas, pero en la practica clinica pueden

aparecer resultados indeterminados que necesitan seguimiento.

Limitaciones del inmunoensayo de tamizaje (Architect anti-HCV)

Aunque este inmunoensayo es util como prueba de tamizaje, su aplicacion en personas
asintomaticas en escenarios de baja probabilidad pre-test incrementa la probabilidad de
obtener resultados falsamente positivos, particularmente cuando se aplican en poblaciones con
baja prevalencia de infecciéon (menos del 10%), como donantes de sangre o personas sin
factores de riesgo asociados (Moretti et al., 2012). En cambio, en poblaciones con mayor
prevalencia, como por ejemplo pacientes con coinfeccion por VIH o enfermedad hepatica
cronica, el VPP tiende a ser mas alto, lo que mejora el rendimiento clinico del ensayo en esos
contextos (CDC, 2003). Por esta razon, los resultados reactivos deben considerarse
presuntivos y confirmarse con pruebas mas especificas, como el inmunoblot recombinante
(RIBA) o la deteccion directa del ARN viral mediante RT-PCR, que permiten diferenciar con

mayor certeza entre infeccion real y reactividad inespecifica (Moretti et al., 2012).

También se ha descrito que muchos de los falsos positivos se concentran en muestras con
valores bajos de indice S/CO, cercanos al punto de corte establecido por el fabricante. Aunque
este indice no representa directamente un valor cuantitativo de anticuerpos, si refleja la

intensidad relativa de la sefial obtenida en el ensayo. Cuando ese valor numérico se reduce a
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una sencilla clasificacion dicotomica (reactivo/no reactivo), se pierde informacién valiosa
sobre el grado de reactividad de la muestra, no es lo mismo un resultado apenas por encima
del punto de corte que uno mucho mas alto, aunque ambos sean reactivos. Esta situacion
explica por qué los valores bajos de S/CO concentran la mayor proporcion de falsos positivos
(Kesli et al., 2009). Por esto, de acuerdo con las recomendaciones del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011) y otros autores
(Kirigci & Caliskan, 2019; Moretti et al., 2012; Zhang et al., 2015), es recomendable verificar
y ajustar el punto de corte de forma local mediante herramientas como las curvas ROC, con
el fin de reducir reactividades inespecificas sin perder sensibilidad y asegurar que los

resultados reflejen mejor la realidad epidemiologica de la poblacion.

A diferencia de las determinaciones cuantitativas de quimica clinica, en las que la relacion
entre la concentracion del analito y la sefial es directa y lineal, en los inmunoensayos el indice
S/CO depende de la interaccion antigeno-anticuerpo. Esta interaccion puede variar segun la
afinidad, avidez y heterogeneidad de los anticuerpos de cada individuo, lo que explica que se
presenten resultados falsos positivos por reactividad cruzada o por sefales de fondo generadas

por anticuerpos inespecificos (Santini et al., 2020; WHO, 2022; Abbott, 2021).

A esto se suman las interferencias inmunoldgicas y analiticas descritas en la literatura, que
afectan la especificidad del ensayo. Entre ellas se encuentran los anticuerpos heterofilos, que
pueden unirse de forma inespecifica a las inmunoglobulinas de origen animal presentes en los
reactivos, descritos en personas expuestas a sueros animales, productos de origen biologico o
terapias con anticuerpos monoclonales (Kesli et al., 2009). También se han reportado falsos
positivos asociados a factores reumatoides, enfermedades autoinmunes, coinfecciones virales
(VIH, VHB, herpes simplex, virus de Epstein-Batr), asi como condiciones fisioldgicas o
patologicas como embarazo, sindrome nefrotico o cirrosis portal (Mahajan et al., 2019). Estas
interferencias suelen generar resultados ubicados justo en el umbral de reactividad, lo que
refuerza la necesidad de confirmacién mediante pruebas especificas y ayuda a explicar por
qué el desempenio observado en condiciones controladas puede diferir del obtenido en

condiciones reales.
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Evaluacion de la exactitud diagnostica en el ensayo de tamizaje

Evaluar la exactitud diagnostica de una prueba como el inmunoensayo Architect anti-HCV es
esencial para entender su utilidad clinica en condiciones reales. Este tipo de analisis permite
comprobar la idoneidad de la prueba para identificar correctamente a las personas con o sin
infeccion, con base en parametros como sensibilidad, la especificidad, los valores predictivos
y el comportamiento del indice sefial/punto de corte (S/CO) mediante el analisis de curvas
ROC y el indice de Youden. Estas herramientas son fundamentales al trabajar con pruebas
diagnosticas con resultados dicotomicos, ya que permiten cuantificar su rendimiento general

y reconocer posibles limitaciones (Santini et al., 2020).

Comprender estos parametros facilita una mejor interpretacion clinica de los resultados y
permite adaptar el uso de la prueba segun las caracteristicas de la poblacion evaluada. Esto es
muy importante en poblaciones con baja prevalencia de la infeccion, donde el riesgo de

obtener falsos positivos aumenta y el VPP de la prueba se ve reducido (Santini et al., 2021).

Para poder evaluar la exactitud diagnostica de un ensayo, es indispensable compararlo contra
un estandar de referencia que represente la mejor estimacion posible del estado real de
enfermedad (Santini et al., 2020). En este estudio, se utiliz6 el HCV-IB como prueba de
referencia, ya que forma parte de la estrategia seroldgica diagndstica vigente en nuestro pais

y permite establecer la condicion de infeccion con un alto grado de confianza.

Parametros clave: sensibilidad, especificidad, VPP, VPN

La sensibilidad describe la capacidad de la prueba para detectar correctamente a los
individuos que si tienen la infeccion; es decir, la proporcion de verdaderos positivos dentro
de todos los casos confirmados. Una sensibilidad alta es clave en situaciones donde el riesgo
de pasar por alto un diagnostico es mas riesgoso que aceptar un nimero mayor de falsos

positivos (Santini et al., 2020).

La especificidad refleja la capacidad de la prueba para identificar correctamente a quienes no

estan enfermos, o sea, la proporcion de verdaderos negativos entre todos los individuos sanos.
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Una prueba muy especifica es ttil cuando se busca confirmar la presencia real de enfermedad,

evitando identificar errobneamente a individuos sanos (Santini et al., 2020).

Ambas medidas describen la capacidad de la prueba para diferenciar entre enfermos y no
enfermos en condiciones controladas, y no se ven afectadas por la frecuencia real de la
enfermedad en la poblacion evaluada (Santini et al.,, 2021). Es decir, son propiedades

intrinsecas del ensayo que describen su desempefio en circunstancias ideales.

Por otro lado, los valores predictivos si dependen directamente de la prevalencia de la
enfermedad, por lo que pueden variar significativamente segun el contexto clinico. E1 VPP
indica la probabilidad de que una persona con resultado positivo esté realmente enferma,
mientras que el valor predictivo negativo (VPN) refleja la probabilidad de que una persona
con resultado negativo realmente esté sana (Santini et al., 2020). En poblaciones con baja
prevalencia, incluso una prueba con buena sensibilidad y especificidad puede generar un
nimero considerable de falsos positivos, lo que tiene implicaciones clinicas en la

interpretacion de los resultados (Santini et al., 2020).

Estos cuatro parametros se calculan a partir de una tabla de contingencia 2x2 que compara los
resultados de la prueba con el estado real de la enfermedad (presente o ausente). Son la base

para analizar la exactitud diagndstica de pruebas con resultados dicotomicos (Santini et al.,

2021).

En el caso especifico del inmunoensayo Architect anti-HCV, el fabricante reporta una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 99,60% (Abbott Diagnostics, 2021). Uno de los
objetivos de este estudio es comprobar si estos valores se mantienen en nuestra poblacion,
considerando la seroprevalencia de la infeccion y la heterogeneidad clinica de la poblacién;
mas allé de la validacion del inmunoensayo que realiza el fabricante en el contexto de estudios
clinicos con condiciones controladas, este trabajo se enfoca en evaluar si este desempefio es

reproducible en condiciones reales.
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Cocientes de verosimilitud

El cociente de verosimilitud positivo (LR") se define como la razon entre la cantidad de
verdaderos positivos y falsos positivos, mientras que el cociente de verosimilitud negativo
(LR") es la razon entre falsos negativos y verdaderos negativos. Estos indices complementan
la informacion que brinda la sensibilidad y especificidad porque permiten valorar mejor la

capacidad real de una prueba diagndstica (Hassanzad & Hajian-Tilaki, 2024).

En este estudio tnicamente se tomd en cuenta el LR, por su utilidad al interpretar los
resultados positivos. Este indicador expresa qué tan probable es obtener un resultado positivo
en un paciente con la infeccion en comparacion con uno sin ella. Su célculo se realiza mediante

la formula (Hajian-Tilaki, 2013):

sensibilidad

LR™= ——©—
1—-Especificidad

LR" puede tener valores que varian desde 0 hasta valores muy altos. Lo que se busca es

identificar un punto de corte que lo maximice, ya que entre mas alto sea el LR+, mayor es la

informacion que aporta la prueba diagnodstica (Hajian-Tilaki, 2013).

Curvas ROC e indice de Youden para el establecimiento de un punto de corte

Cuando una prueba diagnoéstica reporta sus resultados de forma numérica y continua, como es
el caso del indice S/CO del inmunoensayo ‘‘Architect anti-HCV”’, es posible evaluar su
comportamiento a lo largo de distintos valores para encontrar el punto de corte que mejor
equilibra sensibilidad y especificidad. Una de las herramientas mas utilizadas con este
proposito es la curva ROC, que representa graficamente la sensibilidad (eje Y) frente a

1-especificidad (eje X) para cada posible punto de corte (Xu et al., 2014).

Los fabricantes definen inicialmente el punto de corte de un inmunoensayo a partir de la
distribucion de resultados en poblaciones negativas y positivas conocidas. Este valor se
calcula obteniendo la media de los valores obtenidos en la poblacion negativa mas un nimero
definido de desviaciones estandar. Posteriormente, el punto de corte se valida con muestras

positivas confirmadas y se ajusta utilizando herramientas como las curvas ROC. En pruebas
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de tamizaje, como el Architect anti-HCV, se prioriza la sensibilidad aunque eso signifique un
mayor numero de falsos positivos (Hassanzad & Hajian-Tilaki, 2024). Esto justifica la
necesidad de pruebas confirmatorias dentro de la estrategia seroldgica diagndstica

institucional.

La curva ROC no solo sirve para validar el punto de corte de un inmunoensayo del fabricante
sino también se puede aplicar en poblaciones especificas para ver si el valor que propone el
fabricante realmente se ajusta o si hay que modificarlo. El proceso general para establecer el

punto de corte de un inmunoensayo se resume en la Figura 2.

(sanos, donantes) y positivas

1. Selecciéon de muestras negativas
(pacientes confirmados)

-

2. Medicién de la sefial
en ambas poblaciones

&

3. Célculo inicial del cut-off
(media negativos + 2-3 DE)

k

4, Validacion con casos positivos y negativos
(sensibilidad vs. especificidad)

s

5. Ajuste mediante curva ROC
para optimizar el equilibrio

|
6. Definicion final del punto de corte
segun la finalidad de la prueba
(tamizaje = mas sensible,
confirmatoria = mas especifica)

Figura 4. Esquema del proceso que sigue el fabricante para definir y ajustar el punto de
corte de un inmunoensayo. Adaptado de Hassanzad & Hajian-Tilaki (2024)

El area bajo la curva (AUC) indica qué tan bien la prueba logra diferenciar entre personas con
y sin la enfermedad. Un AUC cercano a 1 refleja una alta capacidad discriminativa para
distinguir entre individuos con y sin la condicion; mientras que un AUC cercano a 0,5 refleja
que el ensayo no aporta informacion util (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011;

Hassanzad & Hajian-Tilaki, 2024).



31
Ademas del AUC, se utiliza el indice de Youden (J), el cual permite identificar el punto de

corte que ofrece el mejor equilibrio entre sensibilidad y especificidad (Xu et al., 2014):

J = Sensibilidad + Especificidad — 1

Este indice representa la capacidad maxima de una prueba para clasificar correctamente a los
enfermos de los sanos. Un valor de J cercano a 0 sugiere poca capacidad discriminativa,

mientras que un valor cercano a 1 refleja un rendimiento 6ptimo (Xu et al., 2014).

La combinacion del analisis de la curva ROC con el indice de Youden permite tomar mejores
decisiones sobre el punto de corte, especialmente cuando el desempeio del ensayo varia segin
la poblacion en estudio. Esto es clave para saber si el punto de corte actual es el mas adecuado,

o si puede ajustarse para mejorar la exactitud diagnéstica (Hajian-Tilaki, 2013).

Concordancia diagnéstica

El indice Kappa de Cohen es una de las herramientas mds utilizadas para evaluar la
concordancia entre métodos diagndsticos que reportan resultados cualitativos, como reactivo
o no reactivo. Este coeficiente estima el nivel de acuerdo entre dos pruebas, ajustando el
resultado para no sobreestimar coincidencias debido al azar. Su valor varia entre —1 y 1, donde
1 indica una concordancia perfecta y 0 representa que los resultados son independientes entre
ellos (Lluis Carrasco & Jover, 2004). Su uso es especialmente util cuando se comparan
métodos diagnosticos distintos aplicados sobre la misma poblacién, como ocurre con las

pruebas de tamizajes y confirmatorias (Mazzilli et al., 2024).

Estado de la cuestion

En la literatura, numerosos estudios han utilizado herramientas estadisticas como las
mencionadas en este capitulo para evaluar el desempefio de los inmunoensayo anti- VHC. En
general, se ha observado que el punto de corte sugerido por el fabricante no siempre se ajusta
bien a la realidad de cada laboratorio, sobre todo cuando se aplica en poblaciones con baja
prevalencia, donde aumentan los falsos positivos y disminuye el VPP (Kirisci & Caliskan,

2019; Moretti et al., 2012; Sookoian & Castano, 2002a; Zhang et al., 2015)
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Un estudio realizado por Moretti et al. (2012) evalu6 un inmunoensayo de
quimioluminiscencia para la deteccion de anticuerpos totales anti VHC, utilizando un
inmunoblot como prueba confirmatoria. A partir del andlisis estadistico propusieron ajustar
el punto de corte a 10,3 S/CO, ya que este es el mas adecuado para mejorar su algoritmo
diagnostico de la infeccion por VHC sin necesidad de pruebas confirmatorias. De forma
similar, Zhang et al. (2015) determinaron si dos inmunoensayos (Ortho VITROS anti-HCV
y Monolisa Plus) podian ser usados por si solos evitando el uso de otras pruebas otras
confirmatorias, utilizando la deteccion de ARN viral de VHC como referencia. Su analisis de
la curva ROC demostro que los valores por debajo de 3,00 S/CO de anticuerpos anti VHC no
son confiables para descartar la necesidad de confirmacion, y recomendaron ajustar el punto

de corte para mejorar la utilidad clinica del ensayo (Zhang et al., 2015).

Otro estudio similar realizado por Kirigci y Caliskan (2019) evalu6 el ensayo Elecsys assay,
usando también el ARN viral como referencia. Su curva ROC determin6 que el punto de corte
de 12,27 S/CO es el mas adecuado para obtener la maxima sensibilidad y especificidad del
ensayo. De forma que, los valores por encima de este valor predicen con sensibilidad y

especificidad elevadas la infeccion por VHC (Kirisci & Caliskan, 2019).

Por ultimo, Sookoian y Castafio (2002) analizaron la capacidad de un inmunoensayo
enzimatico de microparticulas, para predecir viremia por VHC en personas con anticuerpos
positivos. Encontraron que con un punto de corte de 26,0 S/CO se obtiene una sensibilidad de
99% y una especificidad de 96%. Por lo tanto, valores superiores a este punto de corte predicen

mejor la viremia por VHC (Sookoian & Castafio, 2002b).

Estos resultados evidencian la utilidad de revisar el punto de corte en cada contexto, ya que
adaptarlo a la realidad del laboratorio puede mejorar la exactitud diagndstica del ensayo y

evitar confirmaciones innecesarias.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la exactitud diagndstica de la prueba de la determinacion de anticuerpos VHC para
predecir infeccion por VHC en condiciones de rutina en el Hospital San Juan de Dios durante

el periodo noviembre 2022-abril 2024.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir la poblacién de estudio mediante los parametros demograficos (edad y sexo) y

los parametros seroldgicos (resultado Architect anti-HCV y resultado de HCV-IB).

2. Describir la seroprevalencia de anticuerpos totales anti VHC en la poblacion de estudio, asi
como la seroprevalencia en un grupo de baja prevalencia (donantes) y otro de prevalencia

incierta (no donantes).

3. Determinar la concordancia del ensayo Architect anti-HCV con respecto al ensayo HCV-

IB en la poblacion de individuos RR en las condiciones actuales.

4. Establecer el punto de corte 6ptimo de la prueba de deteccion de anticuerpos totales anti-
HCV en las condiciones reales de uso del Hospital San Juan de Dios, para predecir un

resultado positivo en la prueba confirmatoria HCV-IB.
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METODOLOGIA

1. Diseno del estudio

El estudio es de tipo observacional retrospectivo, basado en los registros institucionales
obtenidos en condiciones de rutina y registrados en el sistema informatico Labcore™
(LabcoreSoft™, 2016), que consolida los resultados del inmunoensayo Architect anti HCV
procesados en el Laboratorio de Inmunologia del Hospital San Juan de Dios, durante el

periodo de noviembre de 2022 a abril de 2024.

2. Participantes

Poblacion de la investigacion

Este estudio no requiri6 reclutamiento de participantes ni técnicas de muestreo. Se analizaron
todos los datos de pacientes con resultado registrado en el sistema Labcore™ para la
determinacion de ‘‘anticuerpos totales anti VHC’, obtenidos mediante inmunoensayo de
quimioluminiscencia en el analizador ARCHITECT Plus de Abbott Diagnostics, durante el
periodo comprendido entre noviembre 2022 y abril 2024, que cumplieran con los criterios de
inclusion y exclusion. Las pruebas fueron realizadas en el Laboratorio Clinico del Hospital
San Juan de Dios, Centro Nacional de Referencia para la confirmacion seroldgica del VHC,

que recibe muestras de todo el pais.

Criterios de inclusion
Todos los datos de pacientes de cualquier sexo o edad, con un resultado reportado para la

determinacion de anticuerpos totales anti VHC.
Criterios de exclusion
a) Exclusion por motivos técnicos

e Pacientes menores de 18 meses, ya que no es posible asegurar que los anticuerpos
detectados sean propios y no producto de la transferencia pasiva a través de la interfase

materno-fetal.
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e Pacientes con resultado negativo en la banda de control interno anti-IgG humana del

HCV-IB, dado que podrian presentar una inmunodeficiencia humoral no confirmada.

b) Exclusion por informacién incompleta o erronea

Pacientes con resultado repetidamente reactivo en el Architect anti-HCV que no cuenten

con resultado del HCV-IB.

e Pacientes cuyo primer resultado de HCV-IB fue "negativo" o "indeterminado", sin una
muestra de seguimiento posterior a los 60 dias desde la toma inicial. Esto con el fin de
permitir la posibilidad de seroconversion en casos captados en fase aguda.

e Registros con discrepancias atribuibles a errores de transcripcion entre el registro fisico

y la base de datos del sistema Labcore™.

c) Exclusion de datos repetidos

e Se excluyeron los datos repetidos confirmados de HCV-IB pertenecientes a un mismo
paciente. En estos casos, se consideré Unicamente la primera confirmacion que

cumpliera con los criterios establecidos, con el fin de evitar duplicacion.

3. Estrategia metodologica

Architect anti-HCV (ensayo evaluado): La determinacion de anticuerpos totales anti-HCV se
realiz6 mediante un inmunoensayo de quimioluminiscencia utilizando el reactivo Architect
anti-HCV de la casa comercial Abbott Diagnostics (referencia 6C37-38), procesado en el
analizador ARCHITECT Plus. Los resultados se reportaron como indice S/CO, clasificando
como: No reactivo: S/CO < 1,00; Reactivo: S/CO > 1,00 Todas las pruebas fueron procesadas
bajo condiciones de rutina en el Laboratorio de Inmunologia del Hospital San Juan de Dios,

con controles internos validados.

HCV Inmunoblot (ensayo de referencia): Las muestras reactivas fueron confirmadas con
el HCV Blot 3.0 (MP Diagnostics). Los resultados se interpretaron segtin los lineamientos del

fabricante como positivos, negativos o indeterminados, segun el patron de bandas observado.
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4. Obtencion de datos

La recoleccion de los datos se realizd a partir de la base de datos interna Labcore™. Se utilizo
un filtro de biisqueda para obtener los datos de interés para el periodo noviembre 2022-abril
2024, para ambos ensayos y se aplicaron los criterios de inclusion y exclusion indicados

anteriormente.

Luego, se cotejo cada resultado del inmunoensayo con su respectivo resultado confirmatorio
mediante HCV-IB, utilizando tanto la base de datos como los registros fisicos del Laboratorio
de Inmunologia cuando fue necesario. En los casos confirmados, también se revisaron y
registraron los patrones de reactividad de bandas observados en el HCV Inmunoblot, de
acuerdo con la interpretacion anotada en el registro fisico del resultado. Cada caso incluido
fue anonimizado mediante un cddigo unico (HCV-1, HCV-2, etc.), y la base final se almacen6

en una ubicacion segura.

5. Analisis estadistico

Usando como referencia los resultados obtenidos en el HCV-IB, los datos obtenidos en el
Architect anti-HCV fueron clasificados como falsos positivos o verdaderos positivos para
VHC. Se consider6 verdadero positivo todo resultado reactivo en el Architect anti-HCV
(S/CO = 1,00) confirmado como positivo en el HCV-IB, y falso positivo aquel resultado
reactivo en el Architect anti-HCV que no fue confirmado por el HCV-IB, ya fuera negativo o
indeterminado sin evidencia de seroconversion posterior a 60 dias.

A partir de esta clasificacion, se estimo el VPP y se construy6 la curva ROC para determinar

el punto de corte 6ptimo del ensayo Architect anti-HCV que mejor predice infeccion por VHC.
Todos los anélisis se realizaron con el programa estadistico GraphPad Prism Version 9.4.1.
(GraphPad Software, LLC, 2024), empleando los datos generados en el Laboratorio de

Inmunologia del Hospital San Juan de Dios.

El analisis estadistico se describe a continuacion:



5.1 Variables estudiadas
1. Parametros demograficos

o Edad (afios)

o Sexo (masculino/femenino)

2. Parametros serologicos

o Indice de reactividad anti-VHC (S/CO)
e Resultado del HCV-IB (positivo / negativo)

3. Seroprevalencia de anticuerpos totales anti-VHC

o Seroprevalencia global en la poblacion de estudio (%)
e Seroprevalencia en donantes de sangre (%)

o Seroprevalencia en no donantes (%)

o Falsos positivos (FP)

o Especificidad (Esp)

4. Concordancia diagndstica

« Indice Kappa de Cohen
e Valor predictivo positivo (VPP)

5. Punto de corte

 Areabajo la curva ROC (AUC)

o Indice de Youden

o Cocientes de verosimilitud positivo (LR")
e Sensibilidad

o Especificidad

e Valor predictivo negativo (VPN)

e Valor predictivo positivo (VPP)

38
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5.2 Descripcion de la poblacion de estudio

Luego de aplicar los criterios de inclusion y exclusion, se analizo el total de registros con una
peticion de ‘‘anticuerpos totales anti VHC’’ durante el periodo definido. La poblaciéon de
estudio se describié mediante parametros demograficos (edad y sexo), utilizando medidas de
tendencia central (promedio) y de dispersion (rango), asi como la frecuencia relativa por sexo

y edad.

En cuanto a los pardmetros seroldgicos, se describié el comportamiento del inmunoensayo
Architect anti-HCV (reactivo y no reactivo), presentando los valores del indice sefial/punto de
corte (S/CO) en cada grupo mediante la media y los percentiles 2,5 y 97,5, siguiendo el
enfoque no paramétrico recomendado por el CLSI para variables con distribucion asimétrica
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2010). Los casos reactivos se clasificaron segiin
el resultado del HCV-IB (positivo y negativo) para diferenciar los verdaderos positivos de los
falsos positivos.

Previamente, se evalud la normalidad de la distribucion de los valores del indice S/CO
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (KS), la cual mostr6 una distribucién no normal
en ambos grupos (p < 0.05). Por esta razon, se realizé la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney para comparar la distribuciones de los valores del indice S/CO entre los grupos
verdaderos positivos y falsos positivos, con el fin de determinar si presentan diferencias
estadisticamente significativas. Se considerd significativo un valor de p < 0.05 (GraphPad

Software, LLC, 2024).

5.3 Mecanismo para estimar la seroprevalencia de anticuerpos totales anti VHC

Se estimd la seroprevalencia de anticuerpos totales anti-VHC en la poblacion de estudio
correspondiente al area de adscripcion del HSJD. Para este calculo, se excluyeron las
solicitudes provenientes de centros externos remitidas Unicamente para confirmacion
diagnostica, con el fin de evitar sesgos en la estimacion y sobreestimar los valores de

seroprevalencia.
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Dentro de la poblacion depurada, se estimo6 la seroprevalencia global y la de dos subgrupos
definidos segun el origen de la solicitud: donantes (grupo de baja prevalencia) y no donantes
(grupo de prevalencia incierta) de la siguiente forma:
Casos confirmados positivos

S lencia = 100
eroprevaiencia Total de poblaciéon analizada X

Adicionalmente, se estimé el nimero esperado de falsos positivo en esta cohorte aplicando la
especificidad reportada por el fabricante a la cantidad de muestras negativas observadas.

La especificidad se define como:

Verdaderos negativos

Esp= 5 —
Verdaderos negativos + Falsos positivos

A partir de esta relacion, se obtuvo la formula para estimar el niumero tedrico de falsos

positivos en una poblacion de individuos negativos:

FP = (1-Especificidad) x N° de negativos

Este calculo se aplico tanto a los dos subgrupos (donantes y no donantes) como a la totalidad
de la poblacién incluida en el estudio. Esta estimacion se utilizd como un indicador del
rendimiento teorico del inmunoensayo Architect anti-HCV, al comparar el nimero de falsos
positivos esperados segun la especificidad reportada por el fabricante con los falsos positivos

observados en la cohorte del HSJD.

De forma complementaria, se estimo la especificidad observada en casa subgrupo utilizando
el nimero de falsos positivos observados en los datos obtenidos en cada uno, mediante la
formula: Especificidad = 1 — (FP / N), donde FP corresponde exclusivamente a los falsos
positivos observados en cada subgrupo. Es importante aclarar que esta especificidad calculada
no evalua la prueba como tal, sino su comportamiento en las condiciones reales de uso del

HSJD.
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5.4 Plan de analisis para determinar la concordancia diagndéstica entre Architect anti-

HCV y HCV-IB

Los casos repetidamente reactivos (RR) por Architect anti-HCV se clasificaron en falsos
positivos y verdaderos positivos segun el resultado confirmatorio obtenido mediante HCV-
IB, registrando en cada grupo el valor del indice de reactividad (S/CO). A partir de esta
clasificacion se calculo el VPP observado y se estimo6 la concordancia diagnéstica entre ambos

ensayos mediante el coeficiente Kappa de Cohen, en las condiciones reales del estudio.

Cabe sefialar que, en este y en el siguiente objetivo, se excluyeron dos casos clasificados como
verdaderos positivos que presentaban resultado “‘reactivo’’ en el Architect anti-HCV sin valor
numérico de S/CO registrado. Por lo tanto, estos casos no se incluyeron en los analisis que
requerian el indice de reactividad (S/CO), quedando 72 verdaderos positivos disponibles para

dichas comparaciones. Sin embargo, ambos casos si se consideraron en el calculo del VPP.

La férmula para el célculo del VPP es la siguiente:

Verdaderos positivos

VPP =

~ Verdaderos positivos + Falsos positivos

El coeficiente Kappa de Cohen se calcul6 segun la siguiente formula (McHugh, 2012):

__ PO-—Pe
1-Pe

Donde, PO es la Proporcion de acuerdos observados

_a+td
a+b+c+d

Y Pe es la Proporcion de acuerdos esperados por azar
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_ (a+b)(a+c)+(c+d)(b+d)
(a+b+c+d)?

Pe

Donde,

a: Numero de casos donde ambos ensayos (A y B) son positivos,

b: Numero de casos donde el ensayo A es positivo y ensayo B es negativo,
c: Numero de casos donde el ensayo A es negativo y ensayo B es positivo,

d: Numero de casos donde ambos ensayos son negativos.

La interpretacion del coeficiente Kappa fue la siguiente:

k< 0: no hay concordancia entre ambos ensayos

k= 0,01-0,20 concordancia entre ambos ensayos es baja
k=0,21-0,40 concordancia entre ambos ensayos es regular
k=0,41-0,60 concordancia entre ambos ensayos es moderada
k=0,61-0,80 concordancia entre ambos ensayos es buena

«=0,81-1,00 concordancia entre ambos ensayos es alta

5.5 Metodologia empleada para establecer el punto de corte 6ptimo de la prueba de

deteccion de anticuerpos totales anti HCV para predecir infeccion por VHC.

Se utilizé el analisis de la curva ROC para determinar el punto de corte Optimo del
inmunoensayo que predijera con mayor exactitud los casos verdaderos positivos. En este
analisis se consider6 estadisticamente significativo un valor de p <0.05. En el contexto
institucional del HSJD, la confirmacion de infeccion por VHC se establece mediante la prueba
HCV-IB, de acuerdo con el protocolo de rutina para tamizaje y confirmacion. Por lo tanto, la
positividad en HCV-IB se consideré como prueba de referencia diagndstica de infeccion por

VHC.

El programa GraphPad Prism estimo la sensibilidad y especificidad en los distintos puntos de

corte del indice S/CO. Para definir el umbral 6ptimo se emple6 el indice de Youden (J), que
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identifica el punto de corte con el mejor equilibrio entre sensibilidad y especificidad.
Asimismo, se calculd el cociente de verosimilitud positivo (LR+), como medida
complementaria que indica cuanto aumenta la probabilidad de infeccion por VHC cuando el

inmunoensayo resulta positivo (Hajian-Tilaki, 2013).

Para entender como se comportaria realmente el inmunoensayo en la poblacion del HSJD, se
calcularon los valores predictivos usando el teorema de Bayes, inicamente para los dos puntos
de corte evaluados (1,0 y 9,5 S/CO), usando la prevalencia observada en el HSJD, tomando

como referencia la prevalencia observada en nuestra poblacion adscrita

Para el punto de corte recomendado por el fabricante (S/CO = 1,0), el VPP se estimo utilizando
la especificidad calculada en condiciones reales en el objetivo anterior, derivada de la
proporcion de falsos positivos identificados en la cohorte total. Esta especificidad describe el
comportamiento del inmunoensayo en el HSJD y permiti6 obtener un VPP teorico ajustado al

uso real del ensayo.

Para el punto de corte optimo identificado mediante el analisis ROC, el VPP y el valor
predictivo negativo (VPN) se estimaron utilizando la sensibilidad y especificidad obtenidas
directamente del andlisis ROC para este umbral, con el fin de evaluar el desempefio

diagnostico que se alcanzaria si dicho punto de corte se implementara en la practica clinica.

Las formulas empleadas para el calculo fueron (Hajian-Tilaki, 2013):

p x Sen

VPP = pxSen + (1-p) x (1—Esp)

x 100

VPN = — LRI xEsp x 100
p x (1-Sen)+ (1—p) x Esp

donde p corresponde a la prevalencia de infeccion en la poblacion, Sen a la sensibilidad y Esp

a la especificidad de la prueba en el punto de corte evaluado.
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6. Consideraciones éticas v confidencialidad

Este estudio fue observacional y retrospectivo, y no implicéd contacto directo con los pacientes
ni intervenciones adicionales a los procedimientos habituales del laboratorio. Por esta razon,
se solicitd la exencion del consentimiento informado, de acuerdo con la normativa nacional
vigente y mediante el formulario establecido por el Centro de Desarrollo Estratégico e

Informacién en Salud y Seguridad Social (CENDEISSS) de la CCSS.

Los datos utilizados provienen exclusivamente de la base de datos institucional del sistema
Labcore™ 'y de los registros fisicos del Laboratorio de Inmunologia del HSJD. Todos los
registros fueron anonimizados mediante un sistema de codificacion, asignando a cada caso un
identificador con el prefijo “VHC” seguido de un nimero consecutivo (por ejemplo, VHC-1,
VHC-2, etc.), sin conservar informacion personal identificable. La base de datos fue
almacenada en una unica computadora de uso exclusivo de la investigadora principal,

protegida por contrasefia.

Dado que los datos fueron anonimizados y no incluian informacién sociodemografica, no fue
posible ni necesario identificar si algiin paciente pertenecia a una poblacion vulnerable. Los
datos seran resguardados durante 30 afios, conforme a la legislacion costarricense, y estaran

disponibles unicamente en caso de auditoria por parte de las autoridades competentes.

El protocolo fue aprobado por el Comité Etico Cientifico del HSID (CEC-HSID), bajo
el Protocolo de investigacion N.° 13-2024, cumpliendo con los requisitos documentales

exigidos para estudios con datos de archivo.
Durante toda la ejecucion se respetaron los principios €ticos fundamentales:

e Autonomia: no hubo contacto con los participantes ni se realizaron intervenciones
adicionales; se respetd su privacidad y los datos fueron tratados bajo condiciones
institucionales habituales.

o Beneficencia: el estudio buscé generar conocimiento Util sobre el desempefio diagndstico
del ensayo utilizado, lo que podria mejorar futuras estrategias de deteccion de VHC en el

pais.
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o No maleficencia: al no intervenir directamente sobre los pacientes y al proteger la
confidencialidad, se minimizo el riesgo de dafio.

o Justicia: se analizaron todos los datos disponibles que cumplieran con los criterios
definidos, asegurando representatividad y equidad. Ademas, se buscé superar el sesgo de
utilizar datos generados en otros contextos.

e No discriminacion: no se excluyo6 a ningun participante por razones personales, sociales
ni clinicas. Las exclusiones aplicadas fueron estrictamente técnicas.

e Ausencia de coaccién: no existio posibilidad de coaccidn, ya que no hubo interaccion

con los participantes y se solicitd la exencidon del consentimiento informado.

El estudio represent6 un riesgo minimo. El unico riesgo identificado fue la posible pérdida de
confidencialidad, la cual fue controlada con las medidas de proteccion ya descritas. No se
entregaron resultados individuales a los participantes ni se otorgaron compensaciones

econdmicas a estos, porque no hubo contacto ni intervencion directa con ninglin paciente.
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RESULTADOS

Seleccion de la poblacion de estudio

Durante la revision de los registros internos del laboratorio clinico en la base de datos
Labcore™ se determind que entre noviembre de 2022 y abril de 2024 se procesaron 38 730
determinaciones serologicas para anticuerpos totales anti VHC. De estas, 332 (0,86%) fueron

inicialmente reactivas en el Architect anti-HCV y 38 398 (99,14%) no reactivas.

Luego de aplicar los criterios de inclusion y exclusion, se incluyeron 32,814 casos en el
analisis: 147 resultados repetidamente reactivos (RR) y 32 667 no reactivos. Entre los RR, 74
se confirmaron como verdaderos positivos (VP) y 73 como falsos positivos (FP) segtn la
prueba HCV-IB. El proceso de depuracién y seleccion de casos se muestra en el diagrama de

flujo (Figura 3), elaborado de acuerdo con la guia STARD (Cohen et al., 2016).
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Architect anti-HCV | 5| -5241 repetidos por Architect anti-HCy [ | -100 repetidos
n =38 398 - 487 sin seguimiento n=332 -82 sin seguimiento (seroconversion)
-3 <18 meses -3 casos informacién incompleta/
-0 inmunodeficiencias primarias errénea
-0 <18 meses
¥ -0 inmunodeficiencias primarias
No reactivos incluidos Reactivos incluidos en el
en el anélisis andlisis
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HCV-IB (MP Diagnostics
HCV Blot 3.0)
n=147
-VP=74
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Figura 7.Diagrama de flujo del proceso de seleccion de casos, adaptado de la guia STARD
(elaboracion propia con BioRender).
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Descripcion de los parametros demograficos

La poblacion de estudio final quedé conformada por 32 814 datos. De estos, 147
correspondieron a resultados repetidamente reactivos (RR) en el Architect anti-HCV y 32 667
a resultados no reactivos.

Los casos reactivos presentaron una edad promedio de 52 afos (rango: 16—89), con
predominio masculino (83 hombres frente a 64 mujeres). Al subdividir este grupo, los VP
mostraron una edad promedio mayor (57 afios) en comparacion con los FP (46 aios).

En los no reactivos predomind el sexo femenino (17 554 mujeres frente a 15113 hombres), y

una edad promedio menor (42 afios; rango: 2—-102), como se detalla en la Tabla 1.

Tabla I. Caracteristicas demogrdficas de la poblacion estudiada segun resultado serologico

Edad
Grupo n Mujeres | Hombres promedio
(aiios)
No reactivos 32 667 17 554 15113 42
Reactivos (total) 147 64 83 52
Lvp 74 33 41 57
[Fp 73 31 42 46

Descripcion de parametros serologicos

Los valores del indice sefial/punto de corte (S/CO) del Architect anti-HCV se describen con
la media y los percentiles 2,5 y 97,5, como se indicd en la metodologia. En los casos no
reactivos, la media del indice de reactividad fue de 0,10 S/CO, con un percentil 2,5 de 0,05 y
un percentil 97,5 de 0,26 (Figura 4). Entre los casos reactivos, los VP presentaron una media
de 13,8 S/CO, con valores de percentil 2,5 de 1,16 y percentil 97,5 de 22,9 S/CO (Figura 5).
En los FP, la media fue de 2,43 S/CO, y los percentiles 2,5 y 97,5 fueron 1,01 y 8,04 S/CO,
respectivamente (Figura 4).

Los parametros serologicos del indice S/CO para cada grupo se resumen en la Tabla II.



Tabla II. Parametros serologicos del indice serial/corte (S/CO) del Architect anti-HCV

Media
Grupo Percentil 2,5 Percentil 97,5
P S/CO : ’
No reactivos 0,10 0,05 0,26
) VP 13,80 1,16 229
Reactivos > 2 2
FP 2,43 1,01 8,04
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Figura 10. Distribucion del indice de reactividad (S/CO) en los casos no reactivos del

Architect anti-HCV
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Figura 13.Distribucion del indice de reactividad (S/CO) en los verdaderos positivos (VP) Architect
anti-HCV.
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Figura 16. Distribucion del indice de reactividad (S/CO) en los casos falsos positivos (FP)
del Architect anti-HCV.
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La prueba de Kolmogorov—Smirnov mostré que la distribucion de los valores del indice S/CO
no seguia una distribucion normal en ningn grupo analizado, con KS = 0,2036 (p < 0,0001)
para los verdaderos positivos y KS = 0,2041 (p < 0,0001) para los falsos positivos. Por esta
razon, se utiliz6 la prueba no paramétrica de Mann—Whitney para comparar las distribuciones

del indice S/CO entre ambos grupos.

Al comparar los indices de reactividad S/CO entre los resultados clasificados como FP y VP
segun el HCV-IB, se observd que los FP (n=73) presentaron una mediana de 1,83 S/CO,
mientras que los VP (n=72) mostraron una mediana de 17,07 S/CO. La diferencia entre
medianas fue de 15,24, con un estimador de Hodges-Lehmann de 14,26. La prueba de Mann-
Whitney confirmé que esta diferencia es estadisticamente significativa (p < 0,0001). En el
grafico de dispersion (Figura 7) se muestran los valores individuales del indice de reactividad
(S/CO) para los casos FP y VP clasificados por HCV-IB. Se observa que los FP se concentran

en valores cercanos al punto de corte, mientras que los VP muestran valores mas elevados.
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Figura 19. Dispersion de los valores del indice de reactividad (S/CO) obtenidos por el Architect anti-
HCV en los casos falsos positivos (FP) y verdaderos positivos (VP) segun la clasificacion del HCV-
IB. La linea roja indica la mediana.
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Descripcion de la seroprevalencia de anticuerpos totales anti HCV en la poblacion de

estudio

Seroprevalencia total en la poblacion de estudio

Para estimar la seroprevalencia de anticuerpos anti HCV se utiliz6 la base de datos depurada
que contenia 32 814 datos. Una parte de estos correspondia a solicitudes provenientes de
centros externos al HSJD, remitidas unicamente para confirmacion, por lo tanto no
pertenecian al area de adscripcion del hospital. Debido a que su inclusioén podia introducir
sesgos y sobrestimar tanto los casos negativos como los positivos, dichos registros fueron
excluidos del andlisis de seroprevalencia.

Después de la depuracion, se incluyeron en el andlisis 30 774 casos no reactivos, 54 VP y 55
FP, para un total de 30 883 casos analizados. La seroprevalencia estimada total de anticuerpos

anti-VHC fue de 0,17%.

Seroprevalencia en un grupo de baja probabilidad de positividad (donantes)
En el grupo de donantes de sangre, poblacion considerada de baja probabilidad pre-fest de
positividad se incluyeron 6 517 casos no reactivos, 2 VP y 21 FP, para un total de 6 540 casos

analizados. La seroprevalencia en donantes fue de 0,03%

Seroprevalencia en grupo de prevalencia incierta (no donantes)
El grupo de no donantes, definido de prevalencia es incierta, estuvo compuesto por 24 343
casos, distribuidos en 24 257 no reactivos, 34 FP y 52 VP. La seroprevalencia en este grupo

fue de 0,21%.

Comparacion de la especificidad en condiciones reales con la especificidad reportada

por el fabricante para el inmunoensayo Architect anti HCV en condiciones controladas

De acuerdo con la especificidad reportada por el fabricante del inmunoensayo Architect anti-
HCV (100% en donantes de sangre y 99,4% en pacientes hospitalizados) (Abbott Diagnostics,
2021), el nimero esperado de FP en esta cohorte correspondia a 0 casos en donantes y
aproximadamente 145 casos en no donantes. En contraste, los resultados observados en este

estudio fueron de 21 FP en donantes y 34 FP en no donantes (Tabla III).



Tabla III. Comparacion entre el numero de FP esperados segun la especificidad reportada

por el fabricante y los observados en la cohorte del HSJD

Grupo Especificidad FP FP
fabricante esperados observados

Donantes 100% 0 21

No donantes 99,4% 145 34

Con base en los falsos positivos observados, la especificidad estimada en condiciones reales
fue de 99,68% en donantes (21 FP en 6 540 muestras) y de 99,86% en el grupo de prevalencia
incierta (34 FP en 24 343 muestras).

En la poblacion total analizada en el HSJD (30 883 casos, con 55 FP y una seroprevalencia de

infeccion por VHC de 0,17%), la especificidad estimada fue de 99,82%.

Concordancia diagnéstica del ensayo ARCHITECT Anti-HCV con respecto al ensayo

HCV-IB en la poblacion de individuos RR en las condiciones actuales.

Los casos repetidamente reactivos (RR) en el Architect anti-HCV se clasificaron como VP y
FP segun el resultado confirmatorio obtenido por HCV-IB. Dentro de la cohorte de casos RR,
se confirmaron 74 VP y 73 FP, para un total de 147 casos analizados. Con estos datos, el VPP

observado fue de 50,3%.

En cuanto a la concordancia diagndstica entre ambos ensayos, el indice Kappa de Cohen fue

de k = 0, pues solo existio acuerdo en 50,34% de las observaciones.
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Punto de corte optimo de la prueba de deteccion de anticuerpos totales anti HCV para

predecir infeccion por HCV.

Para determinar el punto de corte optimo del inmunoensayo Architect anti-HCV en la
prediccion de un resultado positivo en la prueba confirmatoria HCV-IB, se construyo la curva
ROC. El érea bajo la curva (AUC) fue de 0,90 (EE = 0,026; 1C95%: 0,85-0,96; p < 0,001).
La figura 8 ilustra la capacidad del inmunoensayo para diferenciar verdaderos positivos y
falsos positivos dentro de los casos repetidamente reactivos. La curva se utilizé para calcular

el area bajo la curva (AUC) y estimar el punto de corte 6ptimo usando el indice de Youden.
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Figura 22.Curva ROC del inmunoensayo Architect Anti-HCV utilizando el inmunoensayo
HCV-IB como referencia El darea bajo la curva (AUC) fue de 0,90 (EE = 0,026, 1C95%:
0,85-0,96, p < 0,001).

Con el umbral recomendado por el fabricante (1,0 S/CO) el VPP estimado mediante el teorema
de Bayes, utilizando la prevalencia observada y la especificidad calculada en condiciones
reales, fue de 48,60%. Por el disefio de la investigacion el VPN no se pudo estimar
directamente; sin embargo, al no haberse documentado falsos negativos en esta cohorte y dada

la alta sensibilidad del inmunoensayo, se asume que el VPN se mantiene cercano a 100%.
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Al aplicar el punto de corte 6ptimo segun el indice de Youden (9,5 S/CO), la especificidad
fue de 100% y el VPP a 98%, con un cociente de verosimilitud positivo (LR+) de 53. En
contraste, el VPN disminuy6 a 78,3%, reflejando el efecto del incremento en la especificidad
sobre la sensibilidad. La Tabla IV resume el desempefo del Architect anti-HCV en el punto

de corte 6ptimo (9,5 S/CO).

Tabla 1V. Desemperio diagnostico del inmunoensayo Architect anti-HCV en el punto de corte

optimo (9,5 S/CO)

Punto de | Sensibilidad | Especificidad | LR+ | Indice VPP VPN
corte (%) (%) de poblacional | poblacional
(S/CO) Youden (%) (%)
)
9,5 72,2 100 53 0,71 98 78,3
(6ptimo)
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DISCUSION

Este estudio evalud la exactitud diagndstica del ensayo Architect anti-HCV en condiciones
reales de uso, las cuales pueden diferir de los escenarios controlados en los que el fabricante
realiza su validacion. En la practica clinica del HSJD, la solicitud de anti-VHC forma parte de
pruebas de tamizaje de rutina o perfiles institucionales y, en muchos casos se indica sin que
exista una probabilidad pre-test definida. Este contexto de tamizaje amplio en una poblacion

heterogénea condiciona el comportamiento del inmunoensayo y su valor predictivo positivo.

En escenarios de baja prevalencia, como el observado en este estudio, el punto de corte
recomendado por el fabricante (S/CO >1,0) no refleja necesariamente la realidad diagndstica
de la nuestra poblacion. Por lo tanto, es esperable observar la aparicion de reactividades no
confirmadas y esto no debe interpretarse como un fallo técnico del inmunoensayo, sino como
una consecuencia esperable del uso de pruebas altamente sensibles en poblaciones con baja

probabilidad pre-test.

Los resultados obtenidos permiten evidenciar con datos locales las limitaciones de la
estrategia diagnostica actual, asi como establecer una base para mejorar la utilidad clinica del
Architect anti-HCV y promover un uso mas eficiente de los recursos institucionales. La
diversidad de motivos de solicitud de la prueba anti-VHC y la calidad variable de los registros
en el sistema Labcore™ fueron limitaciones esperables de un estudio retrospectivo; sin
embargo, estas condiciones reflejan verdaderamente la realidad del trabajo rutinario del

laboratorio y el contexto en el que se aplica la secuencia serologica diagnoéstica actual.

Desde el punto de vista demogréafico, en los casos clasificados como repetidamente reactivos
(RR) se observd que, entre los verdaderos positivos, predomind el sexo masculino y una
mayor edad promedio en comparacion con los falsos positivos, que fueron mas frecuentes en
personas mas jovenes. Este comportamiento concuerda con lo descrito en la literatura, donde
la edad avanzada y el sexo masculino se asocian con mayor probabilidad de desarrollar
infeccion cronica y progresion (Liu & Kao, 2023; Vélez-Moller, 2017). En la cohorte no
reactiva se observo una distribucion por sexo mas equilibrada, con ligera mayoria femenina,

lo que refleja la composicion general de la poblacion atendida en el hospital.
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En cuanto a los parametros seroldgicos, el grupo no reactivo mostro valores de S/CO bajos,
lo que confirma la ausencia de reactividad en este grupo y respalda la capacidad del Architect
anti-HCV para clasificar correctamente a las personas sin anticuerpos. En contraste, los
verdaderos positivos presentaron valores de S/CO mayores, lo que coincide con una respuesta
inmunolégica robusta y sostenida frente al virus. Por el contrario, los falsos positivos se
agruparon cerca del punto de corte, con un promedio de 2,43 S/CO, lo que sugiere una
reactividad débil caracteristica de las sefales inespecificas observadas en los inmunoensayos
de tamizaje. Estas reactividades se mantienen cercanas al punto de corte, sin alcanzar los
niveles elevados observados en los verdaderos positivos. Este comportamiento muestra que el
inmunoensayo tiene capacidad discriminativa suficiente para diferenciar entre infeccion
verdadera y reactividad inespecifica, aunque el punto de corte actual hace que algunos
resultados de baja reactividad se reporten como reactivos. Este patrén coincide con lo descrito
por Moretti et al. (2012) y Santini et al. (2020), quienes reportaron que la mayoria de las
reactividades inespecificas se concentran alrededor del punto de corte recomendado por el

fabricante.

En este estudio, la seroprevalencia global de anticuerpos anti-VHC fue de 0,17% (54 casos
confirmados en 30 883 pruebas). Este dato representa inicamente a la poblacion atendida en
el HSJD y no pretende extrapolarse a la prevalencia a nivel nacional; sin embargo, refuerza la
evidencia disponible que indica que la seroprevalencia de VHC en Costa Rica es baja
(Corrales-Rodriguez et al., 2022). Esta baja seroprevalencia condiciona de forma el valor
predictivo positivo del tamizaje, independientemente del buen desempefio analitico del

ensayo.

La seroprevalencia observada entre donantes (0,03%) y no donantes (0,21%) refleja la
heterogeneidad entre ambos subgrupos y como varia la probabilidad pre-test seglin el contexto
clinico. Esto se refleja directamente en el valor predictivo positivo: disminuye en donantes y
aumenta en no donantes, afectando la utilidad diagnoéstica del resultado reactivo segln el

contexto clinico en que se aplique la prueba.
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En la cohorte de casos RR, el VPP fue 50,3%, lo que significa que solo la mitad de los
resultados reactivos en el Architect anti-HCV, se confirmaron como verdaderos positivos en
el HCV-IB. Este comportamiento del VPP es coherente con lo que ocurre en poblaciones de
baja prevalencia, donde la probabilidad pre-test limita la capacidad del inmunoensayo para
distinguir verdadera infeccion de reactividad inespecifica (Santini et al., 2020; WHO, 2022).
Analizar el VPP especificamente dentro del subgrupo RR permiti6é entender mejor como se
desempefia el inmunoensayo en el escenario hospitalario y complementa lo observado al
analizar la cohorte global de muestras reactivas. Este rendimiento limitado del VPP no es un
hallazgo meramente estadistico, sino que tiene repercusiones clinicas y emocionales para el
paciente, ademas de implicaciones econdmicas para la institucion. Las pruebas confirmatorias
son costosas, requieren personal especializado y no ofrecen resultados inmediatos. En este
contexto, el registro de un resultado reactivo en el expediente clinico puede generar

incertidumbre y preocupacion en el paciente hasta completar la confirmacion diagnostica.

Notese que, en este estudio, la prevalencia observada dentro del analisis ROC es mucho mayor
que la seroprevalencia real de la poblacion atendida en el HSJD. Esto se debe a que la curva
se construyd Unicamente a partir de un subgrupo muy limitado de casos RR, seleccionados
por tener un resultado previo positivo en el inmunoensayo Architect anti-HCV y contar con
confirmacion mediante HCV-IB. Esto seleccion introduce un sesgo de seleccion importante y
limita la interpretacion del desempeiio del ensayo Unicamente a este grupo de casos, por lo
que los valores obtenidos en la curva ROC no reflejan el comportamiento global del

inmunoensayo en la poblacion atendida en el HSJD.

Dicho esto, dentro de este subgrupo de casos RR incluidos en el anélisis ROC, el VPP para
un punto de corte de 9,5 S/CO alcanza el 100%, ya que en esta cohorte todos los casos con
valores iguales o superiores a 9,5 S/CO correspondieron a verdaderos positivos. Este hallazgo
describe el comportamiento del inmunoensayo dentro de este subgrupo especifico de casos
RR y no debe interpretarse como representativo del desempefio poblacional del inmunoensayo

en el HSJID.
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La concordancia global entre el Architect anti-HCV y el HCV-IB fue baja, con un indice k de
0, lo que equivale a una concordancia similar a la esperada por el azar. Esto no implica un
problema técnico del ensayo, sino que refleja la aplicaciéon de un punto de corte que no se
ajusta al perfil de seroprevalencia de la poblacidon, generando un exceso de falsos positivos.
Esta observacion ha sido descrita en otros contextos de baja prevalencia por Zhang et al.
(2015) y Kirisci & Caliskan (2019), donde la falta de ajuste del punto de corte disminuye la
concordancia diagndstica y aumentan innecesariamente la cantidad de confirmaciones

requeridas.

En un estudio similar, Mahajan et al. (2019) observaron que los falsos positivos del Architect
anti-HCV se concentraban en valores menores a 6,0 S/CO y se asociaban a interferencias
inmunologicas como anticuerpos heterdfilos, factores reumatoides o autoanticuerpos, o
reactividad cruzada con otros flavivirus. Estas interferencias, ampliamente descritas en
inmunoensayos tipo sdndwich (Datta, 2008; Santini et al., 2020), explican por qué la presencia
de falsos positivos no depende tnicamente del punto de corte, sino también de limitaciones

inherentes a la tecnologia del ensayo.

Al comparar los resultados de este estudio con las especificaciones del fabricante, se
evidenciaron discrepancias importantes. Abbott reporta una especificidad de 100% en
donantes y 99,4% en pacientes hospitalizados (Abbott Diagnostics, 2021) , lo que implicaria
practicamente ausencia de falsos positivos. En este estudio se registraron 21 falsos positivos
en donantes y 34 en no donantes, confirmando que en condiciones reales de uso el desempeno

del inmunoensayo no reproduce exactamente el escenario de validacion.

Con el objetivo de establecer el punto de corte 6ptimo del indice de reactividad (S/CO) del
inmunoensayo Architect anti-HCV para definir positividad en la prueba confirmatoria HCV-
IB, se construy6 una curva ROC utilizando el HCV-IB como prueba de referencia. El area
bajo la curva de 0,90 evidencia una buena capacidad del inmunoensayo para discriminar entre

verdaderos positivos y falsos positivos dentro de los casos repetidamente reactivos.

El problema identificado en este estudio no esta en la sensibilidad del inmunoensayo Architect

anti-HCV, que es adecuada para el tamizaje, sino en la pérdida de especificidad y del valor
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predictivo positivo al aplicar el punto de corte recomendado por el fabricante en un contexto

de muy baja prevalencia.

Desde el punto de vista del desempefio diagnostico, al utilizar el punto de corte de 1,0 S/CO
la sensibilidad y el valor predictivo negativo del inmunoensayo son practicamente del 100%.
Sin embargo, esto se acompaiia de una disminucion de la especificidad y del valor predictivo
positivo, lo que genera la aparicidon de resultados falsos positivos, tal como se evidenci6 en
este trabajo. Esta limitacion se compensa con la realizacion de pruebas confirmatorias
adicionales, lo que incrementa el costo, el tiempo de respuesta y la carga operativa del
laboratorio. Adicionalmente, es importante mencionar que, aun considerando un periodo
razonable de seroconversion 60 dias, aproximadamente la mitad de los casos inicialmente
reactivos permanecieron sin confirmar, lo que indica que la estrategia diagndstica actual tiene

potencial de mejora desde la perspectiva del manejo de los resultados falsos positivos.

A partir de estos hallazgos, se determin6 que ajustar el punto de corte a 9,5 S/CO permite
conservar una sensibilidad aceptable (72,2%) y aumentar la especificidad a 100%, con un VPP
poblacional estimado de 98% al considerar las seroprevalencias observadas. Este ajuste se
acompaii6 de un aumento de la razén de verosimilitud positiva (LR+) de 1,1 a 53, que indica
que un resultado igual o mayor a 9,5 S/CO hace 53 veces mdas probable la presencia de
infeccion real por VHC en comparacion con un resultado negativo. El indice de Youden de

0,71 refleja un equilibrio razonable entre sensibilidad y especificidad bajo este umbral.

Un aspecto importante en la interpretacion de estos resultados es diferenciar entre el VPP
observado en la cohorte de casos RR (50,3%) y el VPP poblacional estimado mediante el
teorema de Bayes, usando la seroprevalencia del HSJD. EI VPP observado en los RR describe
exclusivamente lo que ocurre en los casos que ya fueron clasificados como RR en el tamizaje
y confirmados por HCV-IB. Por lo tanto, este valor no representa el desempenio del
inmunoensayo en la poblacion hospitalaria, donde la mayoria de las muestras resultan no

reactivas desde el inicio y no avanzan a etapas confirmatorias.

En contraste, el VPP poblacional representa la utilidad real del inmunoensayo al aplicarlo a

toda la poblacion atendida en el HSJD, incluyendo los casos que no se confirman. Bajo este
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enfoque, el VPP estimado para el punto de corte de 1,0 S/CO es de 48,6%, mientras que al
ajustar el punto de corte a 9,5 S/CO la especificidad aumentd de forma marcada y el VPP

poblacional aumenta hasta 98%.

En la practica, esto significa que un resultado de tamizaje igual o superior a 9,5 S/CO se
convierte en una evidencia mucho mas confiable de infeccion real por VHC. Sin embargo,
para el tamizaje poblacional, el punto de corte de 1,0 S/CO contintia siendo la estrategia mas
segura. Una vez identificado un resultado inicialmente reactivo, el indice de reactividad
permite predecir la confirmacion del resultado sin necesidad de realizar un HCV-IB, mientras
que, paralelamente se puede ejecutar el antigeno core o la determinacion de carga viral, cuyo
propoésito es definir el estadio de la infeccion y aportar informacién relevante para el

seguimiento del paciente.

Adicionalmente, durante la revision de los resultados del HCV-IB se identificaron patrones
de reactividad que, aunque no formaba parte de los objetivos del estudio, aportan informacion
relevante. Los casos clasificados como falsos positivos mostraron ausencia de bandas o
perfiles muy limitados, con una o ninguna banda detectable y con intensidades débiles. En
estos, las reactividades aisladas se observaron con mayor frecuencia frente al antigeno NS3-
2, seguidas por NS3-1, NS4 y, finalmente, por reactividad aislada frente al antigeno Core. No
se identificaron perfiles con multiples bandas en los falsos positivos. Este comportamiento
sugiere que estas reactividades podrian estar asociadas con interferencias analiticas o
reacciones cruzadas, y evidencia la necesidad de investigar el origen de estas reactividades

para para optimizar su abordaje diagnostico.

En contraste, los verdaderos positivos mostraron un comportamiento serologico distinto y
coherente con infeccion activa, caracterizado por perfiles de bandas més amplios e intensos
en el HCV-IB. Ademas, se observo que aproximadamente el 60% de estos casos contaban con
evidencia de prueba directa positiva, ya fuera mediante deteccion de antigeno core o carga
viral, lo que constituye un indicador de replicacion viral. Aunque este hallazgo tampoco era

un objetivo del estudio, aporta informacion relevante para la interpretacion de los resultados
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ya que los valores altos de reactividad en el inmunoensayo de tamizaje se asociaron con una

mayor probabilidad de infeccion real.

En este contexto, las observaciones sobre los patrones de reactividad no evidencian una falla
del HCV-IB como método, sino una limitacion de la estrategia diagnostica actual. Aunque el
HCV-IB sigue siendo la prueba confirmatoria en la CCSS y fue utilizado como referencia en
este estudio, su capacidad para aclarar ciertos perfiles de reactividad es limitada,
particularmente en escenarios de baja prevalencia. En la practica, el HCV-IB es una técnica
costosa, de procesamiento lento y que no siempre permite discriminar entre reactividad

inespecifica e infeccion verdadera.

En este estudio, ninguno de los pacientes inicialmente reactivos con resultados negativos o
indeterminados en el HCV-IB mostrd seroconversion a los 60 dias, lo que reafirma que esta
estrategia tiene una capacidad limitada para resolver estos casos. La persistencia de
diagndsticos no resueltos favorece la recurrencia de falsos positivos, incrementa la demanda
de pruebas confirmatorias y los costos asociados, sin aportar ningtin beneficio clinico para los
pacientes, cuyo estado seroldgico permanece indefinido si no se ajusta la estrategia

diagndstica actual.

Una de las principales fortalezas de este estudio es que se analizaron todos los datos
disponibles del periodo en condiciones reales de trabajo, siguiendo la estrategia serologica
diagnostico vigente en la CCSS, lo que permite que los resultados reflejen la practica rutinaria
del laboratorio clinico. El tamafo de la cohorte y la depuracion rigurosa de los datos fortalecen
la solidez de los resultados. Ademas, se aplicaron herramientas estadisticas complementarias
(ROC, indice de Youden, LR+, Kappa, estimacion Bayesiana del VPP poblacional y analisis
de patrones de reactividad del HCV-IB), lo que permiti6 evaluar la exactitud diagnostica del

inmunoensayo desde diferentes perspectivas.

Las limitaciones del estudio deben interpretarse en el contexto institucional del HSJD ya que,
en la practica clinica, inicamente los casos repetidamente reactivos avanzan a confirmacion,
mientras que los resultados no reactivos se asumen como negativos y no se verifican mediante

pruebas adicionales. Por esta razon, la estimacion de sensibilidad y especificidad se encuentra
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condicionada por este disefio y la curva ROC se construy6 exclusivamente con los casos RR,

lo que limita la extrapolacion de los resultados al total de la poblacidon hospitalaria.

Adicionalmente, la baja seroprevalencia observada en la poblacion del HSJID (0,17%) implica
que un disefo prospectivo con confirmacion sistematica de todos los casos reactivos y no
reactivos seria metodologicamente inviable y econdmicamente costo-prohibitivo. Para
obtener 100 casos verdaderos positivos habria sido necesario procesar al menos 58 800
individuos. Esto supera la capacidad real del hospital y los recursos econdmicos disponibles,
ya que cada confirmacion mediante HCV-IB tiene un costo elevado. Esto justifica el enfoque

retrospectivo usado y reafirma que los resultados deben interpretarse en el contexto local.

Otras limitaciones incluyen la calidad variable de los registros en el sistema Labcore ™, con

heterogeneidad en el reporte de resultados, ausencia de valores de S/CO en muestras enviadas
y duplicaciones asociadas a reprocesamientos innecesarios. Asimismo, no fue posible ampliar
el periodo de analisis debido al cambio de proveedor del HCV-IB, lo que habria afiadido una

variabilidad metodoldgica adicional.

En relacion con los falsos positivos, no fue posible identificar las causas que los ocasionan,
ya que este andlisis no formaba parte de los objetivos del estudio. No obstante, la literatura
describe multiples interferencias capaces de inducir reactividad inespecifica en
inmunoensayos de tamizaje como los anticuerpos heterdfilos, anticuerpos anti-animal
(HAMA), factores reumatoides, autoanticuerpos o condiciones preanaliticas de la muestra
(hemolisis, lipemia, ictericia), asi como reactividad cruzada con antigenos virales
relacionados, pueden inducir reactividad inespecifica en los inmunoensayos (Myler et al.,
2023). Este tipo de interferencias tiende a concentrarse en valores bajos o intermedios de

S/CO, tal como se observo en los falsos positivos de este estudio.

La persistencia de estas sefiales al repetir la prueba en el mismo sistema analitico confirma
que el reprocesamiento no resuelve este tipo de interferencias y que la reactividad puede estar
asociada al disefio especifico del inmunoensayo. Esto coincide con lo descrito por Kesli et al.
(2009), quienes demostraron que la magnitud y el tipo de interferencia dependen del disefio

de cada inmunoensayo. Kesli et al. (2009) compararon tres plataformas de tamizaje anti-VHC
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(Architect, Cobas y Ortho) y encontraron que los inmunoensayos no son equivalentes entre si
y que cada sistema emplea combinaciones diferentes de antigenos, anticuerpos y
configuraciones técnicas, lo que puede explicar discrepancias en la reactividad y en los puntos

de corte utilizados.

Esta situacion evidencia una vulnerabilidad metodologica real: en la practica, el laboratorio
no tiene forma directa de distinguir si una reactividad débil corresponde a una infeccion
verdadera o a una interferencia. Por eso, distintos autores proponen el uso de estrategias
complementarias para investigar sospecha de interferentes, incluyendo el reprocesamiento en
plataformas equivalentes de otro fabricante como herramienta de comparacion (W. Liu et al.,

2024).

Ademas, la literatura describen técnicas para disminuir o neutralizar interferencias como el
uso de tubos de bloqueo de anticuerpos heterdfilos (HBT), adsorcion con anticuerpos anti-
animal, neutralizacion de factores reumatoides, o diluciones seriadas (W. Liu et al., 2024).
Incluso desde el disefio del propio inmunoensayo se han propuesto recursos para disminuir
falsos positivos asociados a estas interferencias (Abbott Laboratories, 2021). Sin embargo,
ninguna de estas estrategias forma parte de la secuencia serologica diagndstica actual en la
CCSS, por lo que actualmente no existen herramientas implementadas para resolver de

manera sistematica estos casos.

En conjunto, los resultados demuestran que la principal limitacion en el diagndstico de la
infeccion por VHC en el HSJD no est4 en la validez analitica del inmunoensayo Architect
anti-HCV, cuya sensibilidad es adecuada para el tamizaje, sino en la estrategia utilizada para
el manejo de los resultados inicialmente reactivos en un contexto de baja prevalencia. El uso
del punto de corte recomendado por el fabricante (1,0 S/CO) maximiza la sensibilidad, pero
compromete la especificidad y el valor predictivo positivo, generando un nimero considerable

de resultados falsos positivos y una carga innecesaria de confirmaciones.

El ajuste del punto de corte a 9,5 S/CO permite un equilibrio més razonable entre sensibilidad

y especificidad, con un incremento importante del VPP poblacional y de la razon de
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verosimilitud positiva, lo que convierte a los resultados con valores altos de reactividad en

una evidencia mucho mas mayor de infeccion real.

A partir de estos hallazgos, se propone una propuesta conceptual en la que el indice de
reactividad (S/CO) cumple un rol orientativo en la interpretacion diagnostica, sin modificar el
punto de corte de tamizaje recomendado (1,0 S/CO). En los casos con valores inferiores a 9,5
S/CO, considerados una zona de mayor heterogeneidad, el HCV-IB se mantiene como prueba
confirmatoria; cuando los resultados negativos o indeterminados persisten tras un periodo de
al menos 60 dias, considerar la presencia de interferencias analiticas o el procesamiento en
una plataforma alternativa. Por el contrario, los resultados con valores iguales o superiores a
9,5 S/CO, que en este estudio se asociaron a una alta probabilidad de verdadero
positivo, sugieren el uso de métodos directos, como la deteccion de ARN del VHC, para
confirmar infeccion activa. Este enfoque busca optimizar la interpretaciéon diagnoéstica y
apoyar la toma de decisiones clinicas, sin sustituir la estrategia actual, pero aportando

informacion adicional basada en la magnitud de la sefial seroldgica.

A pesar de que esta propuesta plantea mejorar la interpretacion de los resultados dentro de las
condiciones reales del HSJD, es claro que el abordaje diagnostico ideal para la infeccion por
VHC deberia incorporar la detecciéon de ARN viral como método confirmatorio de referencia,
tal como lo establecen las recomendaciones internacionales. Esto permitiria resolver con
mayor claridad los casos repetidamente reactivos y avanzar hacia un diagndstico mas
confiable, sin depender de una técnica como el HCV-IB, una técnica que, en la préctica resulta

lenta, costosa y muchas veces insuficiente para confirmar la infeccion.

Los resultados de este estudio también ponen en evidencia areas para investigaciones futuras,
como el impacto clinico y econdmico de las confirmaciones innecesarias, la caracterizacion
de los falsos positivos mediante el uso de plataformas equivalentes o protocolos de
neutralizacion, y la mejora en la calidad del registro de la informacion en el sistema

Labcore™.

En sintesis, los hallazgos de este estudio muestran que la exactitud diagnostica del Architect

anti-HCV en el HSJD no se ve limitada por su sensibilidad para el tamizaje, sino por la
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estrategia empleada para el manejo de los resultados inicialmente reactivos en un escenario
de muy baja prevalencia. La magnitud del indice S/CO aporta informacion relevante para la
interpretacion diagnodstica, ya que las reactividades bajas concentran la mayoria de los
resultados no confirmados, mientras que valores elevados se asocian a una alta probabilidad

de verdadero positivo.
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CONCLUSIONES

En las condiciones reales del HSJD, la proporcion de casos verdaderamente positivos fue
bajay esto se reflejo directamente en el rendimiento del Architect anti-HCV, especialmente
en un valor predictivo positivo limitado. Este comportamiento era esperable en un
escenario donde la probabilidad pre-test es reducida y la prueba se indica de manera
amplia.

Dentro del grupo de casos repetidamente reactivos, solo la mitad se confirm6é como
infeccion por VHC. Esto evidencia una concordancia limitada entre el Architect Anti-HCV
y el HCV-IB dentro de este subgrupo y evidencia la frecuencia esperada de falsos positivos
en poblaciones con baja probabilidad pre-test.

El indice S/CO permitié diferenciar mejor a los verdaderos positivos dentro del grupo de
casos repetidamente reactivos, ya que los valores mas altos se asociaron a mayor
probabilidad de confirmacion.

Los resultados muestran la necesidad de contar con lineamientos institucionales claros
sobre cuando indicar el estudio de anticuerpos anti-HCV. El uso indiscriminado de la
prueba en poblaciones sin factores de riesgo conocidos aumenta los falsos positivos y tiene
implicaciones clinicas, emocionales y econdmicas para el paciente y para el HSJD.

Se evidencid que el HCV-IB tiene una utilidad limitada para resolver los casos discordantes
y que en la practica aporta poca informacion adicional para reclasificarlos. En estos
pacientes es necesario considerar otras alternativas que aporten informacion mas clara,
como un inmunoensayo equivalente de otro fabricante o la realizacién de pruebas directas
de ARN del VHC en situaciones puntuales.

Este trabajo aporta evidencia local obtenida en condiciones reales Los hallazgos ayudan
a reconocer sus limitaciones y plantear oportunidades de mejora en el proceso de tamizaje

y confirmacion del VHC en nuestro contexto hospitalario.
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