ABC del laboratorio -

Hepatitis A-anticuerpos IgM

IgM antibody to hepatitis A (IgM anti-HAV)

Codigo SCPC (Sociedad Colombiana de Patologia Clinica): 58200. Codigo
CUPS (Codificacién Unica de Procedimientos en Salud): 906218. Seccién:
Infecciosas. Nivel de complejidad: alto. Metodologia: inmunoanalisis quimio-
luminiscente de microparticulas (CMIA). Sinénimos: HAVAb-IgM, HAV IgM.

Definicion
El ensayo ARCHITECT HAVAb-IgM es un inmunoanalisis quimioluminiscente de
microparticulas (CMIA) para la deteccidn cualitativa de anticuerpos IgM frente

al virus de la hepatitis A (IgM anti-VHA) en suero y plasma humanos, util en el
diagnéstico de las infecciones agudas o recientes por el virus de la hepatitis A.

Espectro clinico de aplicacion

El virus de la hepatitis A (VHA) tiene un genoma tipo ARN, pertenece a la familia
Picornaviridae, género Hepatovirus, especie Hepatitis A virus, del cual se conoce
un solo serotipo y es el agente causal de la hepatitis A, una de las infecciones
de transmision alimentaria mas frecuentes, estrechamente asociada a la falta de
agua potable, saneamiento deficiente y mala higiene personal. Los seres humanos
son reservorios del virus de la hepatitis A y en raras ocasiones los chimpancés y
otros primates no humanos.

La hepatitis A es una infeccidn viral comun en la poblacién infantil, con frecuencia
subclinica, que en ocasiones cursa con manifestaciones clinicas sugestivas del
diagndstico; sin embargo, la confirmacidn solo se puede realizar mediante
pruebas de laboratorio. Esta enfermedad causa una elevada morbilidad en la
poblaciéon adulta y ocasionalmente puede llegar a tener consecuencias graves,
como insuficiencia hepatica aguda de evolucion fatal. El virus de la hepatitis A
persiste en el medio y puede resistir los procesos de produccidon de alimentos
usados habitualmente para inactivar y controlar las bacterias patdgenas.

La enfermedad como tal tiene consecuencias econémicas y sociales graves, como
la repercusién en los establecimientos de comidas contaminados por el virus y en
la productividad local en general. En América Latina ocurren entre 1.500 y 2.000
casos de hepatitis fulminante, y es el virus de la hepatitis A el responsable del
70% de estos casos, con una mortalidad no menor del 70%.
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La infeccion por el virus de la hepatitis A tiene un periodo de incubacién de 15 a 50
dias (promedio 30 dias), un curso relativamente largo, por lo que son muy dificiles
las medidas de control. Por lo general, el comienzo de los sintomas es agudo y
clinicamente la enfermedad suele dividirse en dos fases:

m Fase preictérica: se caracteriza por fiebre de 38 °C a 40,5 °C, la cual es mo-
derada y a menudo ausente en los nifios, pero en los adolescentes y adultos
puede durar hasta cinco dias. El cuadro febril puede estar acompafiado de ce-
falea, astenia (debilidad), vomito, dolor abdominal y eventualmente diarrea. En
los nifios la sintomatologia en esta fase es de menor intensidad.

m Fase ictérica: se presenta la ictericia, la fiebre cede y se puede exhibir coluria
(orina de color intenso) y acolia (materia fecal blanca). En los adolescentes y
adultos se exacerban los sintomas de la fase preictérica, especialmente el vomito.

El periodo de transmisibilidad ocurre durante la segunda mitad de la etapa de
incubacion y continda algunos dias después del inicio de la ictericia; esta fase
coincide con el periodo de altos niveles séricos de aminotranferasas en los casos
anictéricos. Los nifios menores de siete afios desempefian un papel importante en
la diseminacion, en su mayoria por su curso asintomatico. La duracion de la enfer-
medad varia de una a dos semanas hasta varios meses (cinco a seis meses), con
un restablecimiento completo sin secuelas y con un porcentaje bajo (8% a 10%)
de recurrencias en la elevacién de los niveles de las aminotransferasas.

La mortalidad atribuible a esta enfermedad es baja, con incremento gradual de la
misma a medida que aumenta la edad de los casos. No existe riesgo de cronicidad
ni de reinfeccién y se estima que un 15% de las personas infectadas tendran un
cuadro sintomatico prolongado o una recaida en un periodo de seis a nueve meses.

El virus de la hepatitis A se transmite principalmente por:

» Via fecal-oral: cuando una persona susceptible ingiere alimentos o agua con-
taminados con las heces de una persona infectada. Los brotes transmitidos por
el agua, aunque infrecuentes, suelen estar relacionados con casos de conta-
minacion por aguas residuales o de abastecimiento de agua insuficientemente
tratada.

= Persona a persona: es frecuente cuando no se cuenta con medidas higiénicas
adecuadas como el lavado de manos.

m Sexo anal u oral-anal.

m Transfusiones de sangre: aunque es rara puede ocurrir cuando el donador
esta en el periodo de incubacion.
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s Entre los usuarios de drogas intravenosas: debido a que la viremia puede
persistir por varias semanas y el contagio se relaciona con la higiene deficiente
y el uso compartido de agujas, jeringas, filtros y soluciones para mezclar me-
dicamentos.

Entre los factores de riesgo de la hepatitis A se destacan: personas que nunca
se han infectado, que no han sido vacunadas contra la hepatitis A, residentes en
zonas con saneamientos deficientes, falta de agua salubre, uso de drogas inyec-
tables, convivencia con una persona infectada, relaciones sexuales con una per-
sona con infeccidn aguda por el virus de la hepatitis A y los viajes a zonas de alta
endemicidad sin inmunizacién previa.

La distribucidn del virus de la hepatitis A es mundial y se presenta en forma espo-
radica y epidémica. En los paises en desarrollo los adultos suelen ser inmunes y
son raras las epidemias. En los lugares donde el saneamiento es deficiente la in-
feccién es comun y aparece a mas temprana edad. Las mejoras del saneamiento,
la higiene personal y la vacuna contra la hepatitis A son las medidas mas eficaces
para combatir la enfermedad.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud la hepatitis A es una de las cuatro en-
fermedades infecciosas mas prevalentes en el mundo. Cada afio se registran cerca
de cuatro millones de casos. No obstante, estos datos varian segun las regiones,
pues es una enfermedad estrechamente ligada al desarrollo y a la pobreza, si se
tiene en cuenta que el virus de la hepatitis A se transmite por via fecal-oral, es
decir, por la ingesta de agua o alimentos contaminados con materia fecal.

Se pueden distinguir zonas geograficas de nivel elevado, intermedio o bajo de
infeccion por el virus de la hepatitis A. La endemicidad es baja en aquellos paises
con buenos servicios de saneamiento basico (agua potable, disposicidon de excre-
tas y basuras), como Europa y Estados Unidos, y muy alta en Africa. La mayoria
de los paises de América Latina y el Caribe tienen una endemicidad intermedia
para la hepatitis A, incluyendo a Colombia, en el cual existen areas de alta y baja
endemicidad, con mayor incidencia en poblaciéon de 5 a 14 afios, con un nimero
elevado en los mayores de 15 afios y una alta frecuencia de brotes y mayor nu-
mero de muertes por falla hepatica fulminante en este grupo de edad.

En Colombia, desde 2008, ha disminuido gradualmente la incidencia y la morbi-
lidad (para 2012 fueron de 5.559 casos nuevos y 11,9 muertes x 100.000 habi-
tantes). Los departamentos con mayor incidencia son Sucre, Bolivar, Atlantico,
Magdalena, Meta, Putumayo, Huila y Cesar.

La hepatitis A puede tener consecuencias economicas y sociales graves en las
comunidades; las personas pueden tardar semanas 0 meses en recuperarse y re-
anudar sus actividades laborales, escolares o cotidianas. Respecto a la inmunidad
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frente a la hepatitis A, esta se adquiere permanentemente, durante toda la vida,
a través de una unica infeccién por el virus, de tal manera que una vez la perso-
na se recupera nunca se infectara de nuevo. La inmunizacién confiere proteccion
completa contra la infeccion.

La vacunacién contra la hepatitis A debe formar parte de un plan integral de
prevencion y control de las hepatitis virales. La planificacion de programas de in-
munizacion en gran escala debe comprender evaluaciones econdmicas detenidas
y prever métodos alternativos o adicionales de prevencion, por ejemplo, mejoras
del saneamiento y educacion sanitaria para fomentar la higiene. En Colombia, el
Ministerio de Salud y Proteccidn Social introdujo la vacuna contra la hepatitis A
en el esquema de vacunacion del PAI (programa ampliado de inmunizaciones) a
partir del primero de enero de 2013.

Aunque muchos paises aplican la pauta de dos dosis de vacuna inactivada otros
plantean utilizar una sola dosis de vacuna inactivada en sus calendarios de vacu-
nacién. Algunos paises recomiendan también que se vacune a las personas con
mas riesgo de hepatitis A, entre ellas:

m Los viajeros a paises en los que el virus es endémico
m Los hombres que tienen relaciones homosexuales

m Las personas con hepatopatia crénica (debido a su mayor riesgo de complicaciones
graves en caso de infeccion con el virus de la hepatitis A)

La vacunacion de control de brotes comunitarios es mas eficaz en las comunida-
des pequefias, cuando la campafia se inicia tempranamente y cuando se alcanza
una alta cobertura en varios grupos de edad. Las actividades de vacunacién deben
complementarse con educacidn sanitaria tendente a mejorar el saneamiento, las
practicas de higiene y la inocuidad de los alimentos.

Por otro lado, no existe un tratamiento especifico para la hepatitis A y su ma-
nejo es de soporte ambulatorio. Se recomienda que el paciente esté en reposo
durante la fase aguda de la enfermedad, ya que por la inflamacién del higado
puede aumentar la severidad de la enfermedad. Las personas con hepatitis aguda
deben evitar el consumo de alcohol y cualquier sustancia que sea tdxica para el
higado, incluyendo el acetaminofén. También se debe tener en cuenta el equilibrio
hidroelectrolitico y nutricional. El manejo médico es sintomatico para el dolor, la
fiebre y el malestar general.

Clinica y bioquimicamente la hepatitis A no se puede diferenciar de otras hepatitis,
por lo que los anticuerpos detectados en las pruebas seroldgicas (IgM anti-VHA),
una vez iniciado el cuadro febril y el malestar general, y que persisten por cuatro
a seis meses, son necesarios para un diagndstico definitivo.
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La Organizacion Mundial de la Salud organiza el Dia Mundial contra la Hepatitis el 28
de julio de todos los afios, con el fin de acrecentar el conocimiento sobre las hepatitis
viricas.

Fundamento

El ensayo ARCHITECT HAVADb-IgM es un inmunoanalisis de dos pasos que uti-
liza la tecnologia de inmunoanalsis quimioluminiscente de microparticulas
(CMIA) con protocolos flexibles, conocida como Chemiflex®. En el primer paso
se mezclan las microparticulas paramagnéticas recubiertas del virus de la he-
patitis A (humano), la muestra prediluida y el diluyente del ensayo, para que
los anticuerpos tipo IgM anti-VHA presentes en la muestra se unan a las mi-
croparticulas.

Luego de un lavado se da lugar al segundo paso, en el que se anade el con-
jugado de IgM de ratén antihumano marcado con acridinio, el cual se unira a
los anticuerpos IgM anti-VHA. Después de otro ciclo de lavado se afaden a la
mezcla las soluciones preactivadora y activadora, que como resultado da una
reacciéon quimioluminiscente que se mide en unidades relativas de luz (URL).
Existe una relacién directamente proporcional entre la cantidad de anticuerpos
IgM anti-VHA presentes en la muestra y las URL detectadas por el sistema 6p-
tico ARCHITECT.

La presencia o ausencia de anticuerpos IgM anti-VHA en la muestra se deter-
mina comparando la sefial quimioluminiscente de la reaccién con la senal del
punto de corte determinada a partir de una calibracion activa. El sistema AR-
CHITECT calcula el punto de corte (CO) de las URL a partir del valor medio de
las URL de tres réplicas para el calibrador 1 y almacena el resultado.

Control de calidad

El requisito del control de calidad recomendado para este ensayo es el analisis
de una muestra Unica de los controles de diferente concentracién cada 24 ho-
ras, cada dia de su uso. En el Laboratorio Hematoldgico se realiza diariamente
el corrido de dos controles, uno no reactivo y el otro reactivo, usando controles
de primera opinidn. También se procesa un control externo a través del Colegio
Americano de Patdélogos (CAP; del inglés, College of American Pathologist), con
una periodicidad de tres veces al afio.

Preparacion del paciente y manejo de las muestras

Preparacion del paciente

El paciente no requiere ninguna preparacion previa.
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Tipo de muestra

Los especimenes validados para este ensayo son:
m Suero humano recolectado en tubo seco o con separador de suero

= Plasma humano recolectado en tubos de EDTA de potasio, heparina de sodio,
citrato de sodio, ACD, CPDA-1, CPD

Manejo y conservacion de las muestras

Para obtener resultados optimos antes de la centrifugacion de la muestra se debe
comprobar que la formacién del codgulo se haya completado, con el fin de evitar
la formacién de fibrina, la cual altera el resultado.

Las muestras no se pueden diluir para el ensayo ARCHITECT HAVAb-IgM.

En caso de que las muestras presenten fibrina, eritrocitos o particulas en sus-
pensidén se deben centrifugar en un tubo independiente a una fuerza centrifuga
relativa (FCR) minima de 10.000 durante 10 minutos.

Las muestras congeladas se deben mezclar bien después de descongelarlas en un
agitador tipo Vortex a baja velocidad.

Las muestras se pueden almacenar con o sin el coagulo o los eritrocitos a una
temperatura entre 2 °C y 8 °C por un tiempo maximo de siete dias; si se supera
este tiempo se debe proceder a retirar el suero o plasma del coagulo, el separador
de suero o los eritrocitos y almacenar a una temperatura igual o inferior a -10 °C.

Para el envio se recomienda que las muestras se retiren del coagulo, el separador
de suero o los eritrocitos. Las muestras se deben transportar empaquetadas y
etiquetadas segun las normas vigentes que rigen el transporte de especimenes
clinicos y sustancias infecciosas, a temperatura ambiente, entre 2 °C y 8 °C (con
hielo) o a una temperatura igual o inferior a -10 °C (con hielo seco), sin sobrepa-
sar los tiempos de almacenamiento permitidos.

Valores esperados

El sistema ARCHITECT HAVAb-IgM calcula los resultados con base en la relacion
de las URL de la muestra respecto a las URL del punto de corte (S/CO) para cada
muestra y cada control, asi:

S/CO = URL de la muestra/URL del punto de corte
Donde,

URL del punto de corte = valor medio de URL del calibrador 1 x 0,375
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Teniendo en cuenta lo anterior, los valores de referencia para una muestra evalua-
da por este método son:

= No reactivo: menor que 0,80 S/CO
m Reactivo: mayor que 1,20 S/CO

m Zona gris: 0,80 a 1,20 S/CO

Interpretacion de resultados

Los resultados se deben analizar en conjunto con la historia clinica, los resultados
de otros analisis y las impresiones clinicas. Un resultado reactivo para anticuerpos
IgM frente al virus de la hepatitis A confirma la infeccidn aguda de hepatitis A,
mientras que un resultado No reactivo indica que el paciente es negativo para la
infeccién aguda por el virus de la hepatitis A. Entretanto, si se obtiene un resulta-
do en zona gris se recomienda un estrecho seguimiento del paciente a intervalos
aproximados de una semana, lo que permitira distinguir entre el aumento en los
niveles de anticuerpos IgM anti-VHA, asociado con una infeccidon aguda, y el des-
censo o estabilidad de los niveles de estos anticuerpos, relacionados usualmente
con la recuperacion.

Interferentes-limitaciones

No se deben utilizar muestras inactivadas con calor, mezcladas, intensamente
hemolizadas o con contaminacién microbiana evidente.

No se recomienda someter las muestras a multiples ciclos de congelacién y des-
congelacion.

Revisar si la muestra presenta burbujas antes del procesamiento; en ese caso,
retirarlas con un aplicador sin algodon.

Las muestras centrifugadas que presenten una capa de lipidos en la parte superior
deben ser transferidas a una copa de muestra o tubo secundario, teniendo cuida-
do de transferir solo la porcion aclarada sin el material lipémico.

Las muestras de pacientes que reciben anticoagulantes o tromboliticos pueden
presentar un mayor tiempo de coagulacién. Si la muestra se centrifuga antes de
qgue se forme el coagulo la presencia de fibrina puede causar resultados erréneos
o errores de aspiracion de la muestra.

A los pacientes tratados con heparina se les debe recolectar la muestra antes de
la terapia ya que la presencia de fibrina altera los resultados.
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Las muestras de pacientes con concentraciones elevadas de IgM, por ejemplo, en
los pacientes con mieloma multiple, pueden mostrar valores disminuidos al anali-
zarlos con reactivos que contengan IgM antihumana.

Las muestras de pacientes que hayan recibido preparados a base de anticuerpos
monoclonales de ratén, con fines diagndsticos o terapéuticos, pueden contener
anticuerpos humanos antiratén (HAMA), lo que puede causar resultados falsa-
mente elevados o disminuidos al analizarlas con ensayos que empleen anticuer-
pos monoclonales de raton. Los reactivos del ARCHITECT HAVAb-IgM contienen
un componente que reduce la reactividad de muestras para HAMA. Para determi-
nar el estado del paciente puede ser necesaria la informacion clinica o diagnéstica
adicional.

Los anticuerpos heterdfilos del paciente pueden reaccionar con inmunoglobulinas
del reactivo e interferir en los inmunoanalisis in vitro. Los pacientes en contacto
con animales o productos con suero de origen animal pueden ser propensos a esta
interferencia y dar valores andmalos. Para fines diagndsticos puede ser necesaria
informacién adicional.

Si los resultados no se corresponden con los datos clinicos se recomienda realizar
analisis adicionales para confirmar los resultados.

Para fines de diagndstico, los resultados deben ser usados en conjuncién con la
historia del paciente y otros marcadores de hepatitis para el diagndstico de infec-
cion aguda o crénica.
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