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ARTICULO ORIGINAL

Comparacion de los métodos de cuantificacion
de carga viral de VIH: COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TaqMan HIV-1 test, v 2.0, y VERSANT
HIV-1 RNA 1.0 Assay (kPCR)

Comparison of COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan HIV-1 test, v 2.0
and VERSANT HIV-1 RNA 1.0 (kPCR) assays for HIV-1 plasma viral load

Maria Isabel Manera-Jaramillo’, Blanca Susana Ramirez-Puerta?, Sandra Milena Carrillo-Avila?, Randy Rojas-Rios?

Resumen

Objetivo. El proposito del estudio fue evaluar el desempefio del método VERSANTHIV-1RNA 1.0 Assay® (kPCR) (Siemens), para la cuantificacién de
la carga viral en pacientes con VIH-1, en comparacion con el método COBAS® AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1 test®, v2.0 (Roche Diagnostics)
(CAP/CTM).

Métodos. Las muestras fueron tomadas en dos tubos con EDTA, de 60 pacientes remitidos por el médico tratante para pruebas de carga viral como
parte de su control de rutina de VIH/sida, y fueron procesadas para la cuantificacion del ARN del VIH-1 por ambas técnicas. Se hizo analisis de
regresion y se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson, y los de correlacion y concordancia de Lin. Se evalto la concordancia entre las
dos técnicas mediante el método de Bland-Altman.

Resultados. El promedio de la carga viral por el método CAP/CTM fue 3,2+1,4 log,, copias/mly, por el método kPCR, 3,0+1,3 log,, copias/ml. El 86,7
% de muestras presenté diferencias entre los dos métodos, menores de 0,5 log,, copias/ml, y el 13,3 % present6 diferencias mayores. El coeficiente
de correlacion de Pearson entre los dos métodos fue de 0,97 (IC,,, 0,95-0,99) y el indice kappa ponderado entre los dos métodos en diferentes
rangos de concentracion, fue de 0,91 (IC,,,, 0,87-0,96). El promedio de las diferencias entre las mediciones fue 0,22 log, , copias/ml (IC,,, -0,45 a 0,89).
Conclusion. Las dos técnicas evaluadas fueron comparables, con el método kPCR se observaron resultados mas bajos.

Palabras clave: VIH-1, carga viral, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Abstract

Objective: The purpose of this study was to evaluate the performance of the kPCR VERSANT (™) 440 HIV-1RNA 3.0 Assay® (Siemens) method for
the quantification of viral load in HIV-1 patients, compared to the COBAS AmpliPrep/COBASTagMan HIV-1 test®, v. 2.0 (Roche Diagnostics) (CAP/
CTM).

Methods: Samples were taken in 2 tubes with EDTA, in 60 patients referred by the attending physician for viral load tests as part of their routine con-
trol of HIV/AIDS, and were processed for quantification of HIV-1 RNA by both techniques. A regression analysis, the Pearson correlation coefficient
and agreement of Lin were done. The agreement between the two techniques was evaluated with the Bland Altman analysis.

Results: The mean viral load by CAP/CTM was 3.2 + 1.4 log10 copies/ml and by kPCR it was 3.0+1.3 log10 copies/ml. Most samples (86.7%) showed
differences between the two methods lower than 0.5 log10 copies/ml, and 13.3% presented greater differences. The Pearson correlation coefficient
between the two methods was 0.97 (95% CI 0.95-0.99) and the weighted kappa index between the two methods, in different ranges of concentra-
tion, was 0.91 (95% CI 0.87-0.96). The average difference between measurements by both techniques was 0.22 log10 copies/ml, (IC 95% -0.45-0.89).
Conclusion: Both techniques were comparable, although lower values of viral load were observed with kPCR.

Key words: HIV-1, viral load, Polymerase Chain Reaction (PCR)

este fendbmeno, puesto que se encuentra entre
las primeras 20 causas de afios perdidos de vida
saludable, en las edades de 15 a 49 afios @.

Introduccion

La infeccion por virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y el sindrome de inmunodefi-

ciencia adquirida (sida) son problemas de salud
publica en aumento y Colombia no es ajena a

En este sentido, en el Plan Nacional de Respues-
ta ante el VIH/ 2008-2011, se ha propuesto, en-
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tre otras metas para el afio 2015, mantener la
prevalencia de la infeccion por VIH por debajo
de 1,2 %, aumentar el acceso a los medicamen-
tos antirretrovirales y reducir la mortalidad por
causa del sida @. Dicho propdsito implica mejo-
rar el acceso al diagndstico y tratamiento opor-
tuno, asi como el seguimiento de la evolucion
VIH/sida, mediante técnicas confiables.

Las pruebas de carga viral para VIH-1 son fun-
damentales en el seguimiento de los pacientes
VIH/sida desde su evaluacién inicial, asi como
durante el seguimiento en casos con terapia
antirretroviral o sin ella, y se utilizan como guia
para cambios en el plan de tratamiento, dado
gue los resultados de la cuantificacion de la car-
ga viral se correlacionan con la progresion del
VIH/sida y con la respuesta a los antirretrovira-
les; ademas en casos especiales, contribuyen al
diagnostico inicial de infeccién aguda antes de
la seroconversion €9,

En la actualidad se dispone de diferentes pruebas
comerciales que permiten cuantificar la carga viral
VIH-1, con diferencias en sensibilidad, linealidad,
sitios blanco 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 (PCR) en tiempo real, las cuales han
tenido amplia aceptacién por parte de los labo-
ratorios por su mayor sensibilidad, rango dinami-
co mas amplio, altos niveles de automatizacion y
mayor capacidad para cuantificar diferentes tipos
y subtipos del VIH-1 67,

En Colombia, los métodos comerciales de PCR
en tiempo real més utilizados para cuantificacion
del VIH-1 son: COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan
HIV-1 test®, v. 2.0 (Roche) (CAP/CTM), y Real Time
HIV-1 Assay® (Abbott). En el Ultimo afio se intro-
dujo en el pais la prueba de PCR en tiempo real
VERSANT HIV-1 RNA 1.0 Assay® (kPCR), la cual
tiene caracteristicas similares a las anteriores ©.

La prueba PCR en tiempo real Cobas Ampliprep
Tagman HIV-1®, v. 2.0, posee, como nuevas ca-
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racteristicas, la capacidad de cuantificar VIH-1
—ademas del grupo M (subtipos A-H)- el grupo
Oy detectar desde 20 copias/ml. La prueba PCR
en tiempo real, Versant HIV-1 RNA 1.0® (kPCR)
también detecta el VIH-1 grupo M (subtipos
A-H) y O y el limite de deteccion es de 35 co-
pias/ml. En la tabla 1 se presentan las caracteris-
ticas mas representativas de ambas pruebas 7.

El objetivo de este estudio fue evaluar el desem-
pefio del método kPCR, para la cuantificacion de
la carga viral en pacientes con VIH-1, en com-
paracion con el método CAP/CTM; se hizo para
busca aportar informacion sobre la eficiencia del
método para el seguimiento de los pacientes
con VIH-1/sida, con el propdsito de evaluar el
nuevo método kPCR en las condiciones especifi-
cas del laboratorio, que permita sacar conclusio-
nes sobre la conmutabilidad de las dos pruebas,
de modo que el nuevo método pueda ser inter-
cambiado sin perder el poder diagndstico.

Materiales y métodos

Se hizo una evaluacion de prueba diagndstica
para cuantificacion de carga viral VIH-1. Se in-
cluyeron 60 pacientes del programa de control
VIH/sida remitidos por el médico tratante para
cuantificacion de VIH-1. El nUmero de muestras
se establecio siguiendo las recomendaciones de
la American Society for Microbiology (ASM) para
la comparacion de métodos de biologia mole-
cular, para pruebas aprobadas por la Food and
Drug Administration (FDA) ©.

Las muestras utilizadas para la evaluacion de las
pruebas se obtuvieron de pacientes que habian
sido remitidos por el médico tratante en el pe-
riodo comprendido entre agosto de 2010 y mar-
zo de 2011, como parte de su control de rutina.
Se siguieron las normas estrictas de bioseguridad
en los procedimientos de toma de muestras y, de
acuerdo con las directrices de la Resolucién 8430
de 1993 del Ministerio de Salud, el estudio fue
considerado sin riesgo, puesto que la prueba adi-
cional para la técnica de comparacion se hizo en la
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muestra de sangre ordenada por el médico tratan-
te para el seguimiento del paciente. El proyecto fue
aprobado por el Comité de Etica del laboratorio
médico donde se llevé a cabo el estudio, y se ga-
rantizé la confidencialidad de la informacion.

Las muestras se tomaron en dos tubos con
EDTA, se separé el plasma en la primera hora 'y
se congeld a -20 °C hasta el momento del pro-
cesamiento. Las muestras se procesaron en la
Seccion de Biologia Molecular del Laboratorio
Médico Echavarria y se obtuvo la cuantificacion
del ARN del VIH-1 con la técnicas COBAS Am-
pliPrep/COBAS TagMan HIV-1 test®, v. 2.0 (CAP/
CTM) (Roche Molecular System, Inc., Branch-
burg, NJ, USA). y con VERSANT HIV-1 RNA 1.0
Assay (kPCR)® (Siemens Healthcare Diagnostics
Inc., Deerfield, IL USA). El montaje de las mues-
tras se hizo segun recomendaciones del fabri-
cante, tanto para el método kPCR como para
CAP/CTM. Se registraron los datos de los resul-
tados de ambas pruebas de todos los pacientes
incluidos en el estudio, en niumero de copias/
ml y su conversion logaritmica (log, ). El nuevo
método (kPCR), se compar6 con el método CAP/
CTM, utilizado de rutina en el laboratorio.

El anélisis de los datos se hizo en SPSS® y EPIDA-
TA®. Se calcularon medidas de estadistica descrip-
tiva, como distribucién de frecuencias, promedios
y desviacion estandar, para los resultados de las
pruebas de carga viral, luego de su conversion en
log,, en nimero de copias/ml. Para el analisis de
los datos se tuvo en cuenta la recomendacion de
la American Society for Microbiology para la vali-
dacion de pruebas diagnosticas de biologia mole-
cular para enfermedades infecciosas ©. Se elabord
un diagrama de dispersion y analisis de regresion
para explorar la relacion entre los dos métodos
evaluados, se obtuvo la correlacion entre ambas
técnicas y se calculé el coeficiente de correlacion 'y
concordancia de Lin.

Para la evaluacion de la concordancia, se obtu-

vieron las diferencias entre los resultados de los
dos métodos en log,, del nimero de copias/ml
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para cada caso, asi como el promedio de las di-
ferencias y su desviacién estandar, con lo cual
se hizo el analisis de concordancia mediante el
método de Bland-Altman.

Se obtuvo la distribucién de frecuencias para los
dos métodos segulin rango de concentraciény se
calculd el indice kappa ponderado (pesos cua-
draticos). Los rangos incluidos fueron: <40, 41-
200, 201-400, 401-1.000, 1.001-10.000, 10.001-
100.000 y >100.000 copias/ml), los cuales co-
rresponden a los utilizados por el laboratorio
en estudios similares, y se incluyeron niveles de
decisién clinicamente importantes.

Resultados

El valor promedio de las mediciones de la carga
viral en las 60 muestras examinadas fue 3,2+1,4
log,, copias/ml, por el método CAP/CTM, y
3,0£1,3 log,, copias/ml, por el método kPCR. En
la distribucion de los resultados de las medicio-
nes de la carga viral, se encontrd que en 35 %
de las muestras fue menor a 200 copias/ml por
el método CAP/CTM, mientras que en 46,6 %
de ellas estuvo en este rango por la kPCR; asi-
mismo, se encontrd que 50 % de las muestras
estuvieron en rangos de concentracion mayores
a 1.000 copias/ml en el método CAP/CTM, en
tanto que 43,3 % estuvo en este rango por el
método kPCR. La distribucién de frecuencias de
la carga viral por rangos de concentracion para
los dos métodos en copias/ml y su conversién
logaritmica se resume en la tabla 2.

La figura 1 presenta el diagrama de dispersion de
los resultados de carga viral para cada paciente,
por las dos técnicas evaluadas. En el analisis de
regresion entre los dos métodos se obtuvo una
pendiente de 0,936 y una interceccion de -0,017.
El analisis de correlacion arrojé un coeficiente de
Pearson (p) de 0,968 (IC,,,, 0,950-0,982). El coefi-
ciente de correlacion y concordancia de Lin (P)
fue de 0,957 (IC,,,, 0,934-0,976), con un factor de
correccion de sesgo de 0,989.
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Tabla 1. Caracteristicas de las pruebas evaluadas

Método

VERSANT HIV-1
RNA 1.0 Assay®
(kPCR)

COBASAmpliPrep/
COBAS TagMan
HIV-1 test®, v. 2.0

Caracteristica

Método PCR tiempo real PCR tiempo real

amplificacion

Regién blanco Pol (region Gag y LTR
integrasa)

Tipo de muestra Plasma EDTA/ACD Plasma EDTA/ACD

Volumen de 650 pl 1.000 pl

muestra

Capacidad 10 muestras 6 muestras

(muestras/hora)

Rango dindmico 35a11'000.000 20 a 10'000.000

Limite inferior de 35 copias/ml 20 copias/ml

deteccion

El 86,7 % de las muestras presentd diferencias
entre los métodos CAP/CTM y kPCR, menores
de 0,5 log,, copias/ml, y el 13,3 % presento di-
ferencias mayores, que son las consideradas
clinicamente importantes. La figura 2 indica la
distribucién porcentual segun las diferencias de
carga viral en log, , entre ambas técnicas.

El grafico de Bland-Altman permitidé observar la
diferencia entre las mediciones. La media de las
diferencias fue de 0,22+0,33 log,, copias/ml. El
95 % de ellas se encontraba entre -0,45 y 0,89
log,, copias/ml (figura 3).

En el analisis de concordancia entre las dos técni-
cas, en los puntos de corte de <40, 41-200, 201-
400, 401-1.000, 1.001-10.000, 10.001-100.000 y
>100.000 copias/ml, se encontré un indice ka-
ppa ponderado de 0,91 (IC,,, 0,86-0,96). En la
tabla 3 se presenta la distribucion de las medi-

ciones para ambos métodos en los diferentes
puntos de corte.

Discusion

Los nuevos métodos de PCR en tiempo real su-
peran a las tecnologias de punto final, por su
mayor exactitud y capacidad de cuantificar en
un rango de concentracion mas amplio. Por tal
razon, se consideran de eleccién en la evalua-
cion inicial y en el control de pacientes de pro-
gramas de VIH/sida. Se caracterizan por su gran
sensibilidad, reduccion del riesgo de contamina-
cion y automatizacion de todas las etapas del
proceso ©19, Este tipo de pruebas, disponible en
Colombia desde hace varios afios, se utiliza de
rutina en laboratorios de referencia.

En la busqueda de pruebas diagnosticas mas
sensibles y confiables, se han introducido modi-
ficaciones a métodos ya existentes, como CAP/
CTM, v. 2.0 @, cuyo sistema de amplificacién de
multiples blancos puede detectar desde 20 co-
pias/ml. También, se han introducido otros nue-
vos como kPCR, que detecta desde 35 copias/ml
y tiene gran capacidad para cuantificar subtipos,
incluso aquellos del grupo O y formas circulan-
tes recombinantes @2,

A pesar de los avances en los métodos diag-
nésticos para cuantificacién de carga viral, en la
practica clinica se reconoce que los valores de
carga viral en los rangos de concentracién bajos,
incluso cuando se comparan con otros basados
en PCR en tiempo real, pueden presentar discre-
pancias *3-16),

Tabla 2. Distribucion de frecuencias de la carga viral de HIV-1 segtn rangos de concentracion, para los
métodos CAP/CTM y kPCR en copias/ml y su conversién logaritmica (log )

Carga viral CAP/CTM

Copias/ml Copias log, ,/ml %
<40 <1,60 10 16,7 11 18,3
41 a 200 >1,60 a 2,30 11 183 17 283
201 a 1.000 >2,30 a <3,00 9 15,0 6 10,0
1.001 a 100.000 >3,00 a <5,00 22 36,7 24 40,0
>100.000 >5,00 8 133 2 33

Total 60 100,0 60 100,0

Infectio. 2012; 16(1): 8-14
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Figura 1. Diagrama de dispersion en logl0 copias/ml de la carga
viral HIV-1 PCR en tiempo real, método COBAS AmpliPrep/ COBAS®
TagManHIV-1 testyv. 2.0 (CAP/CTM) Vs. VERSANT HIV-1 RNA 1.0
Assay® (kPCR).

En el diagrama de dispersion no se observan valores atipicos. La
pendiente de la ecuacion de regresion fue 0,936 y el intercepto fue
-0,017. La pendiente es muy cercana a 1,0, lo que indica que no hay sesgo
proporcional; el intercepto muy cercano a cero indica practicamente
ausencia de sesgo sistematico. El coeficiente de correlacion de Pearson
fue 0,9678, lo que sugiere una buena correlacion entre las pruebas.

Debido a la variabilidad en los resultados de las
pruebas y a la posible presentacién de incremen-
tos transitorios e inesperados de carga viral en los
pacientes (blips), en las Ultimas guias para el uso
de agentes antirretrovirales en adultos y adoles-
centes infectados con VIH-1, se definié como falla
virologica al resultado confirmado de carga viral
mayor de 200 copias/ml, con el fin de controlar
modificaciones innecesarias de tratamiento ©. No
obstante, las diferencias entre métodos también
se pueden observar en rangos intermedios y al-
tos de carga viral, fenédmeno menos explorado en
los diferentes estudios. En esta comparacion de
métodos se observaron discrepancias importan-

00 86,7
80 -
70
60
% 50
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20
10 5,0 16 6,7
0! — E— |
<0,50 0,51a0,60 0,612 1,00 >1,00

Diferencia entre los dos métodos (log;, copias/ml)

Figura 2. Distribucion porcentual de las diferencias entre los métodos
CAP/CTM y kPCR (log10 copias/ml).

En la figura se observa que 86,7 % de las diferencias entre los dos
métodos fueron menores de 0,5 log10 copias/ml y, el resto (13,3 %),
fueron mayores; es decir, clinicamente importantes.

tes en los rangos intermedios de concentracion
(24y 3,4 log,, copias/ml).

En el presente estudio, al comparar los resulta-
dos de la cuantificaciéon de carga viral por am-
bos métodos, no se observaron valores atipicos
en el diagrama de dispersion. La pendiente de
la ecuacién fue 0,936 y la interseccion fue de
-0,017. La pendiente es muy cercana a 1,0, lo
cual indica que no hay sesgo proporcional; la
interseccion muy cercana a cero indica practica-
mente ausencia de sesgo sistematico. El coefi-
ciente de correlacion de Pearson fue de 0,967,
lo cual sugiere una buena correlacién entre las
pruebas y gran precision; sin embargo, este ha-
llazgo por si solo no indica que las dos técnicas
puedan ser intercambiables, para lo cual es ne-
cesario evaluar, ademas, la exactitud mediante el

Tabla 3. Distribucion de frecuencias de las mediciones por los métodos CAP/CTM y kPCR en diferentes puntos de corte

kPCR (copias/ml)

CAP/CTM
(copias /ml) 201a400 401 a1.000 11‘3.(;2: 11%:2;: >100.000 Total
<40 8 2 0 0 0 0 0 10
41 a 200 3 8 0 0 0 0 0 11
41 a400 3 3 1 0 0 0 0 4
40121000 |0 2 0 3 0 0 0 5
1.001 a 0 2 1 1 3 0 0 7
10.000
10.001 a 0 0 0 0 2 13 0 15
100.000
>100.000 0 0 0 0 6 2 8
Total 11 17 2 4 5 19 2 60
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Figura 3. Anélisis de Bland-Altman de las muestras evaluadas.

Las diferencias en log,, copias/ml, de la cuantificacién entre los
métodos CAP/CTM y kPCR, fue de 0,22. Se puede observar que el 95
% de las diferencias se encontraban entre -0,45 y 0,89 log,, copias/ml,
y las mayores diferencias se observaron en los rangos intermedios de
concentracion (2,4 y 3,4 log, copias/ml).

coeficiente de correlacién y concordancia de Lin
©. El resultado del P_de 0,957 (IC,,, 0,934-0,976),
con un factor de correccién de sesgo de 0,989
indica buena exactitud.

Una alta proporcién (86,7 %) de resultados pre-
sento diferencias menores de 0,5 log,, copias/
ml, diferencia aceptada dentro del intervalo de
tolerancia clinica ®®. No obstante, se encontra-
ron diferencias superiores a 0,5 log,, copias/ml
en 13,3 % de los casos. Este hallazgo es bajo en
comparaciéon con las técnicas de punto final, en
las cuales se han reportado diferencias de 36,4
% con Nuclisens Vs. kPCR, y de 35,3 % con bDNA
Vs. kPCR. La mayoria de las discrepancias con
este tipo de pruebas se describieron para el ran-
go bajo (51 a 200 copias/ml) @7,

En cuanto a los métodos en tiempo real, Wagner,
et al. reportaron discrepancias de 23,3 % al com-
parar kPCR con la version anterior de CAP/CTM (v.
1.5) @8, La comparacion de kPCR con el método
PCR en tiempo real de Abbott, no presento discre-
pancias en el mismo estudio. Por otro lado, la com-
paracién de CAP/CTM v1.5 con el método PCR en
tiempo real de Abbott, ha mostrado discrepancias
de 8,3 % al evaluar resultados con concentraciones
menores de 200 copias/ml @9,

Infectio. 2012; 16(1): 8-14

En el andlisis de concordancia entre las dos téc-
nicas con puntos de corte de <40, 41-200, 201-
400, 401-1.000, 1.001-10.000, 10.001-100.000
y >100.000 copias/ml, se encontré un indice
kappa ponderado de 0,91 (IC,, 0,87-0,96), lo
que indica una buena concordancia. A pesar del
bajo nimero de casos al distribuir los diferen-
tes rangos de concentracion, se observan mas
discrepancias en los rangos de concentracion
intermedios.

La mayoria de los estudios se han enfocado en
las diferencias de métodos en los rangos bajos
de concentracién y en el limite inferior de detec-
cioén; sin embargo, se han descrito discrepancias
en los rangos altos de concentracién (3,4 a 5,7
log,, copias/ml) al comparar CAP/CTM, v. 2.0, V5.
el método estandar Cobas Amplicor® (Roche),
e incluso, reportaron diferencias superiores a
1,72 log,, copias/ml ©%. En el presente estudio
se observo una tendencia analoga en el rango
intermedio (2,4 a 3,4 log, ,copias/ml); este hecho
puede estar relacionado con la linealidad similar
en ambos métodos, puesto que, al ser metodo-
logias en tiempo real, desde el punto de vista
teorico, se esperarian diferencias menores en los
valores extremos.

Se sugiere la realizacion de estudios orientados
a la comparacion, en los rangos intermedios y
altos de concentracién, entre los métodos en
tiempo real disponibles en Colombia, que apor-
ten informacidn util para la toma de decisiones
en pacientes que aln no inician tratamiento an-
tirretroviral, considerando el impacto en costos
que tendria para el sistema de salud, un resulta-
do falsamente elevado.

Por ultimo, aunque el establecer las causas de
las diferencias entre los resultados de métodos
diferentes no fue el objetivo del presente estu-
dio, si es importante mencionar algunos de los
factores descritos en la literatura cientifica para
explicar las discrepancias, entre los que se cuen-
tan: la diversidad genética del VIH-1, las dife-
rencias en el blanco utilizado, los efectos de la

13
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inhibicion de la amplificacion y la degradacién
de ARN, entre otros 7219,

Se concluye que los dos métodos evaluados
pueden ser intercambiables y, en consecuencia,
la kPCR puede ser adecuada para el control de
los pacientes VIH/sida remitidos al laboratorio,
lo que se corrobord con el andlisis de las di-
ferencias entre las dos técnicas por el método
de Bland-Altman @2V, Se observaron resultados
mas bajos con kPCRy las diferencias observadas
se identificaron en el rango intermedio de con-
centracion.

En conclusion, a pesar de la alta concordancia
entre las pruebas CAP/CTM y kPCR, hubo una
tendencia a la cuantificacion de valores mas ba-
jos de carga viral con el método kPCR. Asimis-
mo, el método automatizado de kPCR es inter-
cambiable con el método CAP/CTM en el segui-
miento y control de pacientes VIH/sida.
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