Estudio comparativo entre dos técnicas comerciales para la cuantificacion
de carga viral plasmética en pacientes infectados por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana Tipo 1.

Comparative study of two comercial technical for quantification of viral load
in patients infected with Human Immunodeficiency Virus Type 1.

Jesls D Ramirez O, Elsy A Gudifio S, Marwan S Aguilar!, Pierina D’Angelo
S!, Héctor Ariza J 1, Carmen DV Reyes !, Cristina DR Gutiérrez 2,

Laboratorio Programas Especiales (Hepatitis y Sida), Departamento de Virologia,
Gerencia Sectorial de Diagnéstico y Vigilancia Epidemioldgica, Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”, Caracas, Venezuela.

2Escuela de Bioandlisis-Facultad de Medicina. Universidad Central de Venezuela
Jesus D. Ramirez Orduz. Direccién: Laboratorio de Programas Especiales
(Hepatitis y SIDA), Departamento de Virologia, Instituto Nacional de Higiene
“‘Rafael Rangel”, Universidad Central de Venezuela, Ciudad Universitaria,
Caracas, Venezuela. Telf.: 58-212-2191703. Correo electronico:

jesus.ramirez@inhrr.gob.ve.
28



RESUMEN

Los ensayos de cuantificacion de ARN plasmaticos de VIH-1 son importantes para
el control de pacientes infectados, asi como el monitoreo de la respuesta a la
terapia antirretroviral. Por lo tanto, los ensayos comerciales empleados para este
propoésito deben presentar buena correlacion entre si, para dar lugar al manejo
terapéutico apropiado. El objetivo del estudio consisti6 en correlacionar los
resultados obtenidos mediante el ensayo de amplificacion de sefial (0DNA) y PCR
en tiempo real (RT-PCR), ambas casas comerciales aprobadas por la FDA y con
diferente diana de deteccion del VIH-1. La validacion se realiz6 con 180 muestras
clinicas de pacientes referidos al INHRR. Los resultados fueron comparados con
la subpoblacion de linfocitos TCD4* determinados mediante citometria de flujo. El
andlisis estadistico se realizO empleando el coeficiente de regresion lineal de
Pearson (R?) y el valor de contraste de hipétesis con una significancia del 95 %,
usando el programa SPSS Statistics v10.0. Se observé una buena correlacién
entre los ensayos (R?=0.961, p<0.05), siendo la RTPCR mas sensible. Las
diferencias cuantitativas de carga viral entre las técnicas ensayadas fue menor de
0.5 logio copias/ml para el 89% de las muestras, y >1 logio copias/ml solo en dos
pacientes, no indicando necesariamente cambio terapéutico. Adicionalmente, se
encontré una correlacion inversa entre los linfocitos TCD4* y carga viral del VIH-1
medida por bDNA (R?= 0.20, p<0.05) y RT-PCR (R?= 0.15, p<0.05). Los ensayos
evaluados mostraron que ambas técnicas puedes ser empleadas indistintamente
para el control de los pacientes VIH positivo.
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ABSTRACT

The assay for quantification of plasma HIV-1 RNA are important for the control of
patients infected, as well as the monitoring of the response to antiretroviral therapy.
Therefore, the commercial assays used for this purpose must submit good
correlation between to give place to the appropriate therapeutic management. In
this study, we correlate the results obtained through the testing of signal
amplification (bDNA) and real-time PCR (RT-PCR), two comercial technical
approved by the FDA and with different targets of detection HIV-1. The validation
was carried out with 180 clinical samples of patients referred to the INHRR. The
results were compared with the subpopulation of lymphocytes TCD4* determined
by flow cytometry. The statistical analysis was performed using the program SPSS
Statistics v10. It was observed good correlation between the tests studied
(R°=0.961, p<0.05), with RT-PCR more sensitive. The quantitative differences in
viral load between the techniques tested was less than 0.5 logio copies/ml for the
89% of the samples, and >1 logio copies/ml in only two patients. Additionally, it
was found an inverse correlation between lymphocytes TCD4* and viral load of
HIV-1, measured by bDNA (R?= 0.20, p<0.05) and RT-PCR (R?= 0.15, p<0.05).
Therefore, these assays can be employed for the patient control HIV.

INTRODUCCION

La valoracion cuantitativa en plasma del ARN del Virus de Inmunodeficiencia
Humana tipo 1 (VIH-1), es esencial para el manejo de los pacientes infectados, al
ser indicador directo del proceso de replicacion viral, marcador prondstico de
progresion de la enfermedad, ayuda a evaluar la eficacia virologica del tratamiento
antirretroviral y a definir el fracaso virologico. Adicionalmente, los niveles
plasmaticos del virus se correlacionan con el deterioro inmunolégico del paciente
al ser el linfocito TCD4* la célula diana del VIH &9, Mas alin, con el advenimiento
de la terapia antirretroviral de alta eficacia, este ensayo ha sido considerado de
gran utilidad para detectar tempranamente aquellos casos que pudieran ser
factibles de un fallo al tratamiento instaurado y ser empleado como guia en las
decisiones terapéuticas © ©),

En la actualidad, existe gran variedad de ensayos para la cuantificacion de carga
viral plasmética en pacientes infectados con VIH-1. Estas presentan diferencias en
su rango dindmico de cuantificacion, diana de deteccion del virus, volumen y
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preparacion de la muestra, asi como en el fundamento de la técnica. Por lo tanto,
puede traer diferencias clinicamente significativas en el valor de la carga viral,
representado un efecto negativo en el abordaje del paciente. Multiples estudios
han demostrado diferencias significativas en los ensayos de punto final con
respecto a los de tiempo real, con mayor relevancia en el limite inferior de
cuantificacion, debido a la mayor sensibilidad de los ensayos de tiempo real(: 8,
Por lo tanto, es critico brindar mediciones lo mas precisas posibles de carga viral
al paciente VIH, para poder determinar el pronéstico de la enfermedad y guiar el
curso del tratamiento. La falta de precisién en la cuantificacion del virus puede
conducir a la gestion clinica inadecuada de los pacientes, desde la decision de
instaurar innecesariamente una terapia antirretroviral, cambios en el esquema de
tratamiento, asi como también estudios adicionales de resistencia antirretroviral.
También pueden llevar a inferir erroneamente problemas de adherencia a un
régimen terapéutico o conducir a conclusiones erroneas. Por lo tanto, debe
prestarse especial atencion a la sensibilidad, reproducibilidad y bajos coeficientes
de variacion en las determinaciones de carga viral © 10),

El presente estudio tiene como propdsito comparar los resultados de carga
viral obtenidos por dos técnicas aprobadas por la FDA (Food and Drug
Administration), Versant 340 v.3.0 (bDNA) y RT-PCR COBAS AmpliPrep/COBAS
TagMan48 v.2.0 (CAP/CTM), en plasmas de pacientes infectados por VIH-1, a fin
de evaluar si estos ensayos pueden ser utilizados indistintamente en el monitoreo
de un grupo de pacientes en Venezuela o por el contrario el cambio de un método
a otro para la evaluacién de una misma poblacion podria afectar la interpretacion
de los resultados obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion evaluada.

Un total de 180 muestras de pacientes infectados por VIH-1, fueron colectadas de
manera aleatoria en el periodo septiembre-noviembre 2012, para la determinacion
de carga viral. Los pacientes evaluados presentaban diagnoéstico previo de VIH
mediante pruebas seroldgicas y confirmado por ensayos de “Western Blot”.
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Recoleccién y procesamiento de las muestras para determinacion de la
carga viral del VIH-1.

Previo consentimiento informado, se tomaron muestras sanguineas por puncion
venosa en tubos con EDTA al 10%, para la cuantificacion del ARN del VIH y para
la determinacion de las subpoblaciones linfocitarias TCD4*/TCD8*. Las muestras
para carga viral se sometieron a centrifugacion (14.000 rpm) por 10 minutos dentro
de las 2 horas de recoleccion, seguidamente los plasmas se almacenaron a -70°C.
Todas las muestras se recolectaron y analizaron en el Laboratorio de Programas
Especiales (Hepatitis y SIDA) del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel’
(INHRR).

La cuantificacion del ARN del VIH de estas muestras, se realizé mediante dos
métodos comerciales, de acuerdo a las especificaciones de cada técnica. Los
niveles plasmaticos del VIH-1 fueron determinados en copias/ml en ambas
metodologias.

(i) bDNA v3. VERSANT HIV-1 branched DNA version 3.0® (Siemens). La
extraccion del acido nucléico se realiz6 manualmente. Su diana de deteccién se
encuentra en el gen pol del VIH-1, el rango dindmico de cuantificacion del ensayo
es de 50 a 500.000 copias de ARN/mI, emplea 1 ml de plasma. El fundamento de
la técnica se basa en la amplificacion de una sefial V. El virus es lisado,
liberandose su ARN, donde oligonucledtidos sintéticos o sondas (blanco) median
la captura del ARN viral a la superficie de un micropozo en una placa de
poliestireno. Otras sondas especificas (preamplificadora y amplificadora) a su vez
permiten la unidon del ARN viral a moléculas de ADN ramificadas con multiples
copias de fosfatasa alcalina. Posteriormente, se incuba el complejo con un
sustrato quimioluminiscente (dioxietano) y se mide la emision de luz con un
lumindbmetro. La sefial de quimioluminiscencia obtenida es directamente
proporcional a la concentracion de acido nucleico presente en la muestra. El
ensayo fue realizado, usando el sistema 340 bDNA Quantiplex automatizado (2.
(i) CAP/ICTM v2.0. PCR en tiempo real COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan48® HIV-1 Test v.2.0 (Roche). La extraccion del material genético fue
automatizada. La diana de deteccion se localiza en el gen gag y en la region LTR
del VIH-1. Presenta un rango dinamico de deteccion de carga viral entre 20 a
10.000.000 copias de ARN/ml, utiliza 1.2 ml de plasma. El ensayo se fundamenta
en la determinacion de la carga viral en base a la amplificacion de una secuencia
genética del VIH-1 combinado con un sistema de deteccion reaccion en cadena de
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la polimerasa en tiempo real 3. La transcripcion reversa, amplificacion y deteccion
de los niveles de ARN viral fueron realizadas en un analizador COBAS TagMan
48.

Cuantificacion de las subpoblaciones linfocitarias TCD4*/TCD8*. Se
analizaron 180 muestras de sangre completa provenientes de la poblacidon
evaluada. La determinacion de linfocitos se realiz6 mediante Citometria de Flujo
por el Sistema FacsCount, Becton Dickinson, de acuerdo a las instrucciones de la
técnica. Los resultados fueron expresados en valores absolutos de células/mm3.

METODO ESTADISTICO

Los niveles obtenidos de carga viral por ambos ensayos expresados en copias de
ARN/ml, fueron transformados en logaritmo de base 10 (logio) para el estudio de
su comparacion. Estas variables cuantitativas se expusieron en medias; y se
determind la concordancia entre las técnicas, categorizando el nimero de copias
segun dos puntos de cortes criticos para la toma de decisiones clinicas (menor de
50 copias/ml y mayor a 500.000 copias/ml), considerando de manera arbitraria los
limites de la técnica bDNA v3, debido a que posee el menor rango dindmico de
deteccion. Se correlacionaron los resultados de carga viral medida por ambos
métodos, empleando el coeficiente de regresion lineal de Pearson (R?) y el valor
de contraste de hipétesis (p). El andlisis estadistico fue realizado, utilizando el
programa computarizado SPSS Statistics v10.0.

RESULTADOS

La media de la carga viral fue de 2,269 logio copias/ml y 2,411 logio copias/ml en
la poblacion estudiada mediante los ensayos bDNA y CAP/CTM, respectivamente.
Los valores de carga viral obtenidos por CAP/CTM eran mas elevados en
comparacion con bDNA, la frecuencia con que la diferencia de carga viral superé
los 0,5 log copias/ml entre ambas técnicas fue de 11,11% (20/180 muestras).

La tabla 1 muestra el nimero de casos concordantes y discordantes para cada
categoria de carga viral entre CAP/CTM y bDNA.
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Tabla 1. Concordancia y discordancia de

bDNA y CAP/CTM para dos

categorias de importancia clinica. Los contenidos de cada casilla se

expresan en valores absolutos (numero total de observaciones con cada

técnica=180)

CAP/CTM copias/ml

50-500.000 >500.000
_ 50-500.000 159 19
bDNA copias/ml
>500.000 1 1

En general, se obtuvo buena concordancia entre las pruebas (kappa=0,90), con
una correlacion estadisticamente significativa (r,=0,98, R>=0,96, p < 0,05. Figura
1). La diferencia promedio entre el logio copias/ml de la carga viral segun
CAP/CTM y bDNA, fue de 0,14 +/- 0,01 logzo.
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Figura 1. Correlacién entre logaritmos de carga viral (logio copias/ml) con

técnica bDNA v3 y CAP/CTM v2.0.
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La media del recuento de linfocitos TCD4* fue de 499 cél/mm3, obteniendo una
correlacion inversa entre cuantificacion de linfocitos TCD4* y carga viral del VIH
determinada mediante bDNA (rp=-0,44, R?=0,20, valor de p<0,05) y CAP/CTM
(rp=-0,38, R?>= 0,15, valor de p<0,05), respectivamente. Por lo general, se
demostré una mayor carga viral en aquellos casos que presentaban recuentos
bajos de linfocitos TCD4* y una menor carga viral en aquellos con recuentos de
CD4* mas elevados (Figuras 2y 3).
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Figura 2. Correlacion entre recuento de linfocitos TCD4* (cél/mm?3) vy

logaritmos de carga viral (logio copias/ml) con la técnica bDNA.
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Figura 3. Correlacion entre recuento de linfocitos TCD4* (cél/mm?3) vy
logaritmos de carga viral (logio copias/ml) con la técnica CAP/CTM.

DISCUSION

La carga viral y el contaje de las células TCD4* son dos marcadores empleados
para monitorear los niveles de viremia y la funcion inmune de los pacientes
infectados por VIH. La carga viral al expresar el numero de particulas virales
circulantes a nivel sanguineo, permite una mayor informacion sobre la dinamica
del virus en el organismo en cuanto al estado de la infeccion, riesgo de progresion
y efectividad del tratamiento 4.

Los resultados obtenidos mostraron excelente concordancia estadistica, con valor
de kappa no ponderado por encima de 0,90 y niveles de correlacion de Pearson
entre técnicas bDNA y CAP/CTM (R? mayor de 0,95), lo cual significa que la
variabilidad intrinseca de ambas técnicas es muy similar entre si para la mayoria
de los casos. Coeficientes de correlaciéon (R?) en un rango de 0.950 a 0.970 han
sido reportados por otros autores (21518  Adicionalmente, estas variables
estadisticas reflejan que la sensibilidad es similar para ambas técnicas, por tanto
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estas metodologias pueden ser intercambiables en la medida de la progresion de
la carga viral de un paciente infectado con VIH-1.

El seguimiento de la respuesta a la terapia antirretroviral se basa en las
mediciones de ARN del VIH-1, con el objetivo de lograr la supresion viroldgica,
definida como un nivel por debajo del limite de deteccion de la prueba. A medida
gue los ensayos se han vuelto mas sensibles, la frecuencia del ARN detectable del
VIH-1 a niveles bajos se ha vuelto muy comun 19, esto trae como consecuencia,
un incremento en la aparicion de ARN viral detectable transitorio “blips virales”. En
este trabajo, se encontraron solo 10 pacientes (datos no mostrados) con carga
viral indetectable (<50 copias/ml) por la metodologia bDNA y detectable (20 — 49
copias/ml) por CAP/CTM, estos resultados deben ser interpretados
cuidadosamente, debido a que el VIH es suprimido durante la terapia y la
deteccién de bajos niveles de ARN viral es predictor de un control virolégico
suboptimd, que puede no conducir a un fallo virolégico o requerir de un cambio en
el esquema de tratamiento. Por lo tanto, el impacto de estas detecciones requerira
de la evaluacion de nuevos estudios clinicos 29,

Otros estudios también han demostrado como los ensayos en tiempo real
muestran mayor valor de carga viral en comparacion con los de punto final @Y. En
un numero importante de casos (20/180 muestras) se observo que la diferencia
del logaritmo de la carga viral de una técnica a otra fue superior a 0,5 logaritmo,
esto podria explicarse por la alta sensibilidad demostrada en las técnicas de PCR
en tiempo real, gracias a su sistema de amplificacién que utiliza multiples blancos
de deteccion®? 23, Sin embargo, el 11,11% de subestimacion de los niveles de
carga viral hallados en nuestro estudio, no indica directamente la necesidad de un
cambio en el esquema del tratamiento, debido a que la evolucion viral del paciente
se debe analizar considerando los niveles plasmaticos de ARN del VIH junto al
recuento de linfocitos TCD4*. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
gue aunque ambas metodologias tengan excelente correlacion, las decisiones
clinicas pueden verse afectadas con frecuencia si las técnicas se intercambian de
manera indistinta, en pacientes que manejan valores de carga viral elevadas, no
asi en pacientes con carga viral baja o indetectable.

Otro punto a considerar en las pruebas de deteccién de carga viral VIH-1 es la
variabilidad bioldgica (variabilidad aleatoria a corto plazo dentro del sujeto), que en
general contribuye hasta + 0,3 logio (copias/mL) a la variabilidad en los resultados;
y la variabilidad de la prueba (variabilidad independiente de la muestra)
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tipicamente contribuye hasta + 0.2 logio (copias / mL) cuando se evalia de forma
independiente (8 24, Por tanto, es probable encontrar resultados que muestren
una variabilidad menor o igual a 0,5 logio. Adicionalmente, existen otras fuentes de
error que pueden explicar los resultados discrepantes. La congelacion de los
tubos, la velocidad de centrifugacion inadecuada durante el procesamiento de la
muestras para la técnica de bDNA y la centrifugacion antes y después del envio
pueden conducir a una cuantificacion excesiva de los resultados cuando se utilizan
los tubos de preparacion de plasma BD Vacutainer® PPTTM . En estos casos, la
sobre cuantificacién puede ser el resultado de una deteccién del ARN del VIH-1 o
del ADN proviral secuestrado dentro de los glébulos blancos y posiblemente de
otros componentes celulares presumiblemente debido a una fuga celular en la
barrera del gel debido a una manipulacion incorrecta. Por lo tanto, el
procesamiento en las muestras en los tubos son pasos importantes a tener en
cuenta al evaluar y resolver discrepancias en los resultados de las pruebas de
carga viral ?),

Solo una Unica muestra mostro mayores valores de carga viral por bDNA en
comparacién a la RT-PCR, esto podria atribuirse a los polimorfismos en los
lugares de union de los cebadores o sondas, los que podrian subcuantificar la
carga virica en los individuos afectados por estos cambios. Esta sospecha tedrica
ha sido recientemente documentada, al detectarse que una Unica mutacién en un
cebador de Cobas® TagMan HIV-1 de Roche reduce la cuantificaciéon viral en > 2
logio, cuando se compara con otros sistemas de cuantificacion ©.

En este estudio, casi la mitad de la poblacién evaluada presentdé recuentos
intermedios de linfocitos T CD4* entre 200-500 cél/ mm?, sugiriendo que el grado
de inmunodeficiencia no parece ser severa en estos pacientes. Al comparar la
carga viral, segun los niveles de ARN del VIH-1 expresado en logaritmo se
demostré la existencia de una correlacion inversa con significacion estadistica
(valor de p<0,05) entre carga viral y linfocitos T CD4*. De esta forma, una mayor
carga viral se correspondié con un menor recuento de linfocitos T CD4* vy, por el
contrario, cuanto menor fue la carga viral, mayor resulté el recuento celular. Estos
resultados, coinciden con estudios previos en los cuales aunque no se haya
encontrado significacion estadistica, por lo general aquellos casos con CD4* mas
elevados presentaron una menor carga viral y viceversa ?7-39, Se ha sugerido que
elevados niveles de ARN del VIH-1 precede la disminucion de los valores de
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células CD4* y constituyen el principal factor de riesgo de progresion a SIDA aun
en pacientes que manejan elevados niveles de linfocitos CD4* (17,

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demostraron una excelente correlacion al
comparar los valores de carga viral obtenidos por las técnicas evaluadas.
Adicionalmente se observo una correlacion inversa entre los niveles de carga viral
y los valores de células TCD4*. Por lo que se concluye que ambas técnicas de
medicion del numero de copias de ARN del VIH-1 pueden ser usados. Se
recomienda que la confirmacién de los niveles plasméaticos del ARN viral se
efectle en el mismo laboratorio y con el empleo de una misma técnica para
determinacion de carga viral en el seguimiento de los pacientes infectados, ya que
si bien los valores de carga viral se correlacionaron adecuadamente por las
técnicas evaluadas en el presente trabajo, las mayores discrepancias se
observaron en valores de carga viral elevada. Estas observaciones indican la
necesidad de ser cautelosos en la interpretacion de la significancia clinica de los
resultados individuales de carga viral en el rango superior de las técnicas. Se
sugiere evaluar todos los resultados obtenidos para cada caso, antes de proceder
a realizar la intensificacion del tratamiento o cambios en las decisiones
terapéuticas, sobre todo si los datos de la carga viral longitudinal provienen de
mas de una técnica comercial. En consideracion a los valores obtenidos por los
dos ensayos evaluados, difieren entre si en rangos de carga viral particular. Por lo
tanto, puede ser confuso para los médicos si con una metodologia se indica que la
replicacion se suprime insuficientemente, mientras el otro ensayo no detecta ARN
viral, constituyendo un factor potencial de decisiones no acertadas en el
tratamiento del paciente.
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