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VERIFICACION DEL DESEMPENO ANALITICO DEL METODO DE
CUANTIFICACION DE CARGA VIRAL DE VIH M2000 ABBOTT-RT Y
COMPARACION CON EL METODO COBAS TAQMAN VIH 2.0 ROCHE
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RESUMEN

Introduccion: El paciente infectado por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es monitoreado con la
cuantificacion de la carga viral, siendo uno de los marcadores de la progresion de la enfermedad. El objetivo
es verificar el desempefio analitico del método de cuantificacién de carga viral de VIHmM2000Abbott Real
Time y realizar la comparacion con el método CobasTagman HIV 2.0 Roche. Materiales y métodos: estudio
descriptivo y observacional, realizado entre abril y julio de 2019. Criterios de inclusion: Pacientes entre 18 y
80 afios diagnosticados de VIH, bajo tratamiento y en seguimiento. Criterios de exclusion: embarazadas y
nifios. La verificacion se realiz6 segun:1-linealidad (CLSI: EP6A porcentaje de no linealidad menor a 50%
del Error total aceptable (Eta)), 2-precision (precision% de imprecision aceptable menor al 25 % del Eta), 3-
limite de cuantificacion (medicion del coeficiente de variacidén (cv); el punto evaluado debe ser inferior a un
Eta de distancia del limite declarado por el fabricante y el cv menor al 20%). La comparacion se efectud
segun el modelo alternativo del protocolo CLSI: EP9A2.Criterio de aceptacion: intervalo de confianza del
95% de la ordenada al origen debe contener el 0 y de la pendiente el 1, sesgo aceptable menor al 50 % del
Eta. La veracidad (CLIA: EP15 A2 mediante el analisis de materiales de referencia con valores asignados).
Resultados: se analizaron 40 muestras. 1- Linealidad: pendiente 1,04; ordenada al origen -0,18, porcentaje
de no linealidad <10 %. 2-Precisioén: 3 log (cv%:4,85%), 4,99 log (cv%1,28%). 3-Limite de cuantificacion:
fabricante1,59 log, ensayado: 1,78 (1,64- 1,86), cv%:4,04%. Comparaciéon de ensayos: pendiente: 1,00
(0,98-1,03); ordenada al origen -0,008 (-0,11-0,00), R: 0,9958 (0.9921 — 0.9978). Veracidad: 3 log sesgo
0,60 %, 5 log sesgo 0,67%. Conclusion: se verificaron las especificaciones del fabricante y la comparacién
demostré que el ensayo m2000AbbottRealTimepuede reemplazar al CobasTagman HIV 2.0 Roche para
cuantificar carga viral de VIH.
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INTRODUCCION

La infeccion por virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) son problemas de salud publica
en aumento. Segun el boletin epidemiolégico
numero 37 “Respuesta al VIH y a las ITS en la
Argentina”, publicado en diciembre 2020, en
Argentina existen 136.000 personas
diagnosticadas con VIH y el 17% desconoce su
diagndstico. Entre las personas que conocen su
diagnéstico, el 67% recibe asistencia en el sub-
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sector publico del sistema de salud. Se producen
4800 nuevos contagios de VIH anuales por cada
mujer infectada con el virus. El 30,2% del
diagndstico se realiza en una etapa avanzada de
la infeccién?.

La determinacion cuantitativa de la concentracion
de VIH en sangre periférica ha contribuido de
manera significativa al entendimiento de la
patogenia de la infecciobn por VIH y se ha
demostrado que es un paradmetro importante para
el pronéstico y el tratamiento de las personas
infectadas por VIH?4, Las decisiones relativas a
iniciacibn o cambios en el tratamiento
antirretrovirico (TAR) se guian por la
monitorizacion de las concentraciones
plasméticas del RNA del VIH (carga viral), el
recuento de linfocitos T CD4+ y el estado clinico
del paciente. El propésito del TAR es reducir el
virus VIH en el plasma por debajo de las
concentraciones detectables por los analisis de
viremia disponibles®.

Con el objeto de agilizar el diagnostico, ampliar el
acceso a los medicamentos antiretrovirales y
reducir la mortalidad por causa del SIDA, hace
falta optimizar las técnicas de cuantificacion de
carga viral, el tratamiento oportuno y el
seguimiento de la evolucién VIH/SIDA.

En la actualidad, se disponen de diferentes
pruebas comerciales que permiten cuantificar la
carga viral del VIH, con diferencias en
sensibilidad, linealidad, sitios blancos en el
genoma del virus y métodos de amplificacion. Las
pruebas mas recientes se basan en la
metodologia de la reaccién de polimerasa en
cadena (rt-PCR) en tiempo real, las cuales han
tenido amplia aceptacién por parte de los
laboratorios por su mayor sensibilidad, rango
dindmico mas amplio, altos niveles de
automatizacibn 'y mayor capacidad para
cuantificar diferentes tipos y subtipos del VIH2.EI
objetivo es verificar del desempefio analitico del
método de cuantificacibn de carga viral
m2000Abbott Real Time y realizar la comparacion
el kit Roche Cobas Tagman HIV 2.0.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: descriptivo y observacional,
realizado entre abril y julio de 2019, que incluyé
un total de 40 pacientes que concurrieron al
laboratorio FPM con pedido médico de carga viral.
La poblacién en estudio estuvo constituida por
pacientes entre 18 y 80 afios, diagnosticados de
VIH, bajo tratamiento y en seguimiento. Se

excluyeron embarazadas y nifios. Muestra: se
recolectaron tubos con EDTA K3, se separ6 el
plasma después de centrifugar 20 minutos a 1600
gy se congeld a -20°C hasta su procesamiento.
Método: ambas técnicas comerciales son rt-PCR
cuantitativos en tiempo real para carga viral de
VIH. Se utilizaron los equipos Cobas Tagman de
Roche y m2000 RT de Abbott. La verificacion de
las especificaciones del fabricante de m2000
Abbott Real time HIV consisti6 en evaluar la
precision, veracidad, linealidad, limite de
cuantificacién y la comparacion con el kit Roche
Cobas Tagman HIV 2.0 siguiendo las
recomendaciones de las guias del Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI)*®. El
requisito de calidad considerado para carga viral
de VIH es 0,5 log. El numero de muestras se
establecio siguiendo las recomendaciones de la
Sociedad Estadounidense de Microbiologia
(ASM)20 para la comparacion de métodos de
biologia molecular para pruebas aprobadas por la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de
Estados Unidos (FDA)?.. Se incluyeron,8
muestras negativas y 32muestras positivas; y se
cuantificd el ARN del VIH con los 2 ensayos. El
procesamiento de las muestras se hizo segun
recomendaciones del fabricante, para ambos kits
comerciales. Se registraron los datos en nimero
de copias/mililitro (copias/ml) y su conversién
logaritmica  (logl0). ElI nuevo método
m2000Abbott Real time HIV, se comparé con el
método Roche Cobas Tagman HIV 2.0 utilizado
de rutina en el laboratorio.

Analisis estadistico: se realizé utilizando el
software Medcalc.

RESULTADOS

Para realizar el analisis de los datos se considerd
la recomendacion de la ASM?° para la validacién
de pruebas diagnésticas de biologia molecular
para enfermedades infecciosas3.Se calcularon
medidas de estadistica descriptiva, como
distribucion de frecuencias, media y desviacion
estandar. Los resultados obtenidos se presentan
en la tabla 1.

Correlacion: se realizé la comparacion de
métodos segun el protocolo EP9-A218.Se elaboro
un diagrama de dispersién, analisis de regresion
lineal simple, el coeficiente de correlacion “r’ y la
ecuacion de la recta. Los resultados de la
correlacion se muestran en tabla 2. Considerando
que el coeficiente de correlacién(r) es una medida
de la relacion lineal entre 2 variables aleatorias; y
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varia entre -1 y 1; si r=0 no existe relacién; por
consiguiente, se asume que en el intervalo de
confianza del 95%, la ordenada al origen contiene
el 0 y de la pendiente el 1 y el sesgo es menor al
50 % del Eta.

Linealidad: el andlisis se realizé segin las pautas
descritas en la guia EP6-A216.Los resultados se
observan en la Figura I. Se tom6 como criterio un
porcentaje de no linealidad menor al 50% del Eta.
Se obtuvo: pendiente de 1,04, ordenada al origen
de -0,18 y porcentaje de no linealidad < 10%. La
linealidad declarada por el fabricante es de 1,6 a
7 log (c/ml). La linealidad del Abbott real time HIV
fue analizada en el rango 1,6 a 6 log (c/ml). EL
error sistematico permitido (ESp) es 0,25 log. Se
obtuvo un de error 0,085 que fue menor al 10%.
El andlisis de la imprecision se llevd a cabo
siguiendo las directrices de la guia EP15A2%7. Se
consideré como criterio: porcentaje de imprecision
aceptable menor al 25 % del Eta y se obtuvo
precision: 3 log (cv %:4,85%), 4,99 log
(cv%1,28%).

Considerando que el limite de cuantificacién (LC)
es la cantidad de analito que puede ser
determinada cuantitativamente con precision y
veracidad aceptable, bajo las condiciones
experimentales dadas; el criterio aceptado fue: el
cv del punto evaluado debe estar a menos de 1
Eta de distancia del limite declarado por el
fabricante y el cv obtenido debe ser menor al 20%.
Se realizaron 5 diluciones a log cercano al limite
de cuantificacion y los resultados se detallan en la
tabla 3. Se verific6 que el cv obtenido de 4,04%fue
menor al 20% y el punto evaluado fue menor a
0,5log.

Teniendo en cuenta que la veracidad representa
la proximidad entre la media de un numero infinito
de valores medidos repetidos y un valor de
referencia, se realiz6 segin EP15A21"mediante el
andlisis de materiales de referencia con valores
asignados y se obtuvo: veracidad: 3 log sesgo
0,60 %, 5 log sesgo0, 67%.

DISCUSION

Los ensayos de cuantficacion de ARN
plasmaticos de VIH son importantes para el
control de pacientes infectados, asi como el
monitoreo de la respuesta a la terapia
antirretroviral?>26, Por esta razon, los ensayos
comerciales empleados para este propdsito
deben presentar buena correlacién entre si, para
dar lugar al manejo terapéutico apropiado. La
carga viral representa el nimero de particulas

virales circulantes a nivel sanguineo, puede ser
usada para evaluar la dinamica del virus en el
organismo en cuanto al estado de la infeccion,
riesgo de progresion 'y efectividad del
tratamiento®. Los resultados obtenidos revelan
gue existe asociacion lineal entre ambos métodos
de medicién. Coeficientes de correlacion en un
rango de 0,950 a 0,970 han sido reportados por
otros autores®®, estas variables estadisticas
reflejan que la sensibilidad es similar para ambas
técnicas, por lo que, estas metodologias pueden
ser intercambiables en el seguimiento de los
valores de la carga viral de un paciente infectado
con VIH. Otro punto a considerar en las pruebas
de deteccién de carga viral VIH, es la variabilidad
biologica (variabilidad aleatoria a corto plazo
dentro del sujeto), que en general contribuye
hasta + 0,3 log10 (copias/ml) a la variabilidad en
los resultados; y la variabilidad de la prueba
(variabilidad independiente de la muestra)
tipicamente contribuye hasta + 0.2 log10 (copias /
ml) cuando se evalla de forma independiente10,
Por lo tanto, pueden hallarse resultados que
muestren una variabilidad menor o igual a 0,5
log10.

Los niveles de variacion de VIH RNA en plasma,
son estables durante semanas en aquellos
pacientes en tratamiento?324, Los cambios
ocurridos en los niveles de RNA en plasma
mayores a 0,5 log reflejan cambios en los niveles
de replicacion viral?’. Una reduccién de 1 log en el
namero de copias de RNA viral por mililitro, luego
de iniciado el tratamiento, se asocia con una
reduccion del 50%-80% en el riesgo relativo de
mortalidad asociada al SIDA?. Adicionalmente,
existen otras fuentes de error que pueden
ocasionar resultados discrepantes como la
congelacion de los tubos, la velocidad de
centrifugacién inadecuada durante el
procesamiento de la muestra; conduciendo a una
cuantificacién excesiva de RNA viral cuando se
utilizan los tubos de preparacion de plasma BD
Vacutainer® PPTTM. En estos casos, la
cuantificacién por exceso puede ser el resultado
de una deteccién del ARN del VIH o del ADN
proviral secuestrado dentro de los globulos
blancos y posiblemente de otros componentes
celulares presumiblemente debido a una fuga
celular en la barrera del gel debido a una
manipulacién incorrecta. En consecuencia, el
procesamiento de 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®. Al respecto, es necesario
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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 los resultados obtenidos para
cada caso, antes de proceder a realizar la
intensificacion del tratamiento o cambios en las
decisiones terapéuticas. Si bien se considera
como limitacion del trabajo el empleo de guias del
CLSI que actualmente han sido reemplazadas por
las versiones EP15A3 yEP9c, no afectaria la
validez de los resultados obtenidos, ya que se
tuvieron en cuenta los requisitos recomendados
por la ASM, los criterios definidos por el fabricante
y la validacién de los resultados de acuerdo al uso
previsto establecidos segun los criterios de
calidad del laboratorio.

CONCLUSION

La comparacion de los valores de carga viral
obtenidos por las técnicas evaluadas,
demostraron una relacién lineal en el intervalo
analizado. Por lo que se concluye que ambas
técnicas de medicion del niumero de copias de
ARN del VIH son comparables y pueden utilizarse
para monitorear la respuesta a los tratamientos
antirretrovirales evaluando asi el curso clinico
desde el inicio.

Se recomienda que la confirmacién de los niveles
plasmaticos del ARN viral se efectle en el mismo
laboratorio y con el empleo de una misma técnica
para determinacibn de carga viral en el
seguimiento de los pacientes infectados, para dar
lugar al manejo terapéutico apropiado.
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Materiales Graficos

Tabla 1:Resultados obtenidos

N:40 Roche Cobas Tagman HIV 2.0. Abbott Real Time HIV
Rango de
1,5a7 16a7
referencia (log)
Media (log) 4,04 4,07
DS (log) 1,37 1,32
IC (95%) 3,54 -4,53 3,60 - 4,55
cv (%) 34,04 32,47

N: nimero de muestras, DS: desvio estandar, IC: intervalo de confianza, cv:

coeficiente de variacién

Tabla 2: Resultados de la comparaciéon de métodos.

Pendiente 1,00 (0,98-1,03)
Ordenada al origen -0,008 (-0,11-0,00)
r 0,9958(0.9921 — 0.9978)
p menor 0,0001
Bias 0,028 (menor a 0,25 log)

r: coeficiente de correlacion, p: probabilidad,
Bias: cuantificacion del error sistematico del

laboratorio

Tabla 3: Resultados de la verificacion del limite de cuantificacion.
Limite de cuantificacion del fabricante 1,99 log (39 c/ml)- IC del 95%

promedio log: 1,78 (1,64-1,86),

Limite de cuantificacion ensayado
cv: 4,04 %
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Figura I: Resultados de la verificacion de la linealidad.
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