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Resumen

Objetives: 1) Comparar los resultados de carga viral obtenidos
mediante dos técnicas de cuantificacién del VIH disponibles en
Venezuela. 2) Analizar la correlacién entre la carga viral del VIH-1
determinada por ambas técnicas y el recuento de linfocitos CD4 en
la poblacién evaluada. Métodos: Se obtuvieron muestras de plasma
y sangre completa provenientes de 173 pacientes infectados por
VIH, referidos al Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” en
Venezuela. Se evaluaron los niveles de ARN del VIH-1 en plasma
mediante las técnicas VERSANT bDNA v3.0 y RT-PCR AMPLICOR
MONITOR v1.5. Se cuantificé la subpoblacién de linfocitos CD4+ en
muestras sanguineas mediante citometria de flujo. Se correlaciona-
ron los resultados de carga viral obtenidos por las dos técnicas entre
siy con los recuentos de linfocitos CD4+, calculando el coeficiente
de variacién de Pearson y regresion lineal. Resultados: Se observé
una correlacién altamente significativa (rp=0,90, R2=0,95) entre
los resultados de carga viral detectados por ambas técnicas en la
poblacién estudiada. La media del recuento de linfocitos CD4 fue de
414 cél/mm3 (rango: 4-1379). Se encontr6 una correlacion inversa
entre cuantificacion de linfocitos CD4+ y carga viral del VIH medi-
da por bDNA (rp:—0,21, R2=-0,26) y RT-PCR Amplicor (rp=—0,25,
R2=-0,29), respectivamente. Conclusiones: Las dos técnicas para
determinacion de carga viral mostraron un alto nivel de correlacién
y concordancia. Aquellos casos con recuento de linfocitos T CD4+
mas elevados presentaron una menor carga viral y viceversa, los
que tenian linfocitos T CD4+ bajos, una mayor carga viral.

Palabras clave: Carga viral, VIH, recuento linfocitario, métodos,
diagnéstico.

Abstract
Objective: 1) To compare the performance of two available
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technologies for HIV quantitation in Venezuela. 2) To
evaluate the relationships between CD4 lymphocytes
count and both viral load techniques in blood sam-
ples from HIV-1 patients. Methods: Plasma and blood
samples were obtained from 173 HIV patients referred
to National Institute of Hygiene “Rafael Rangel” in
Venezuela. HIV-1 RNA levels in plasma were evaluated
using VERSANT bDNA v3.0 and RT-PCR AMPLICOR
MONITOR v1.5 methods. CD4 T-lymphocytes in blood
samples was quantified using flow cytometry. The
relationships between viral load obtained for both
techniques and viral load/CD4 count results were de-
termined calculating Pearson correlation coefficient
and linear regression. Results: The correlation between
viral load techniques was highly significant (rp=0.90,
R2=0.95). The mean CD4 lymphocyte count was 414
cells/ mm3 (range: 4-1379). An inverse correlation was
found between CD4 lymphocytes count and viral load
using bDNA (rp=-0.21, R2=-0.26) and RT-PCR Am-
plicor (r=-0.25, R2=-0.29), respectively. Conclusion:
The two viral load technologies for quantitation of are
adequate with high levels of correlation and concor-
dance. A significant inverse correlation between CD4
lymphocyte count and HIV-1 viral load was observed:
a high CD4 Iymphocyte count was associated to a low
viral load and inversely a low CD4 lymphocyte count
was found with a high viral load using both techniques.

Key words: Viral load, HIV, technologies, CD4
count, diagnostic.

Introduccidn

Se ha demostrado que el uso de farmacos antiretro-
virales altamente efectivos en pacientes infectados por
el virus de la inmunodeficiencia humanatipo 1 (VIH-1)
resulta en una reduccion de la carga viral plasmaticay
en un incremento en el nimero de linfocitos T CD4+.
La evaluacién de los niveles de ARN gendmico viral
constituye un buen marcador en el monitoreo de la
eficacia del tratamiento antiretroviral ya que la can-
tidad de virus medida en plasma es una indicacién
directa de la produccioén del virus y de la velocidad de
destruccién de los linfocitos T CD4+.?

En los dltimos afios se han desarrollado diversas
tecnologias de cuantificacion viral, las cuales pueden
dividirse en 2 categorias: 1) donde la carga viral es
detectada mediante amplificacién de una sefial pro-
porcional a los niveles de ARN viral en lugar de la am-
plificacion de una secuencia especifica, por ejemplo,
el ensayo ADN ramificado (bDNA, “branched DNA"” en
inglés) de Bayer;® 2) donde el ADN molde es ampli-
ficado luego de una reaccién de transcripcion reversa
y la medida de carga viral se realiza en base al uso de
un estandar de cuantificacién interno. Tal es el caso
del ensayo RT-PCR Amplicor Monitor (RT-PCR Monitor)

desarrollado por Roche. A pesar que las técnicas de
cuantificacion del ARN no guardan una relacién lineal
entre si, las mismas proporcionan una informacién
valiosa y confiable. Sin embargo, numerosos estudios
han comparado los resultados obtenidos por distintos
ensayos de cuantificacién del ARN viral con hallazgos
variables.®

El presente estudio tiene como propésito comparar
los resultados de carga viral obtenidos por dos técnicas
comercialmente disponibles en plasmas de pacientes
infectados por VIH a fin de evaluar si estos ensayos
pueden ser utilizados indistintamente en el monitoreo
de un grupo de pacientes en Venezuela o bien, si el
cambio de un método a otro para la evaluacion de una
misma poblacién podria afectar la interpretacién de
los resultados obtenidos de carga viral en el supuesto
caso en que ambos ensayos mostraran una baja corre-
lacion. Se pretendié ademas correlacionar los niveles
de carga viral obtenidos por cada uno de los ensayos
evaluados y los valores absolutos de linfocitos T CD4+
determinados en la poblacién evaluada. Se trata del
primer reporte sobre correlacién de métodos de carga
viral a partir de plasmas de pacientes infectados por
VIH-1 en Venezuela.

Materiales e métodos

Poblacion evaluada. Se seleccionaron y evaluaron
un total de 173 muestras sanguineas provenientes de
pacientes infectados por VIH-1, en edades compren-
didas entre 3 y 65 afios, quienes asistieron al Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR) durante
el periodo: mayo-agosto 2006 para determinacién ru-
tinaria de carga viral y recuento de linfocitos T CD4+.
Los pacientes evaluados presentaban diagndstico
confirmado de VIH por pruebas de ELISA 'y analisis de
Western Blot, realizados anteriormente. En adicién, se
analizaron 50 plasmas provenientes de individuos ne-
gativos para la presencia del VIH-1, segln evaluacién
serolégica previa, las cuales fueron utilizadas como
controles negativos.

Recoleccion y procesamiento de las muestras para
determinacion de la carga viral del VIH-1. Se seleccio-
naron 173 plasmas con solicitud de analisis de carga
viral del VIH-1. A estas muestras se les cuantifico el
ARN del VIH por dos métodos: Versant bDNA 3.0®
(Bayer) y RT-PCR Amplicor Monitor HIV v1.5® (Roche).

Para la toma de las muestras sanguineas, se em-
plearon 2 tubos con EDTA al 10% por cada paciente,
una de las cuales se someti6 a centrifugacion (14.000
rpm) por 10 minutos dentro de las 2 horas de reco-
leccion y las muestras de plasmas obtenidas fueron
inmediatamente almacenadas a -70°C. La otra muestra
de sangre completa obtenida de cada paciente fue
destinada al recuento de linfocitos T CD4+. Todas las
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muestras se recolectaron y analizaron en el Laboratorio
de Programas Especiales del INHRR.

(i) bDNA v3. La muestra de plasma obtenida por
paciente fue evaluada por el ensayo VERSANT HIV-
1 branched DNA version 3.0 (Bayer, Alemania), de
acuerdo a las especificaciones de la técnica. El rango
de cuantificacion para el ensayo bDNA version 3.0 es
de 50 a 500000 copias de ARN/mly emplea 1 ml de
plasma. Brevemente, se basa en la amplificacién de
una sefial en vez de una secuencia especifica.® El
virus es lisado, liberandose su ARN, donde oligonucle-
6tidos sintéticos o sondas (blanco) median la captura
del ARN viral a la superficie de un micropozo en una
placa de poliestireno. Otras sondas especificas (pre-
amplificadora y amplificadora) a su vez permiten la
union del ARN viral a moléculas de ADN ramificadas
con multiples copias de fosfatasa alcalina. Posterior-
mente, se incuba el complejo con un sustrato quimio-
luminiscente (dioxietano) y se mide la emisién de luz
con un luminémetro. La sefial de quimioluminiscencia
obtenida es directamente proporcional a la concen-
tracion de acido nucleico presente en la muestra. El
ensayo fue realizado, usando el sistema 340 bDNA
Quantiplex automatizado.

(ii) RT-PCR Monitor. Otra alicuota de la muestra
de plasma obtenido por cada paciente fue analizada
a través del método estandar del ensayo RT-PCR CO-
BAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR, versién 1.5, el cual
presenta un rango de deteccion de carga viral entre
400 a 750000 copias de ARN/ml y utiliza 200 pl de
muestra. El ensayo se fundamenta en la determinacion
de la carga viral en base a la amplificacion de una se-
cuencia genética del VIH-1 combinado con un sistema
de deteccion en una placa de micro-titulacién.® La
técnica utiliza un volumen de plasma de 0,2 ml para
la extraccién del ARN viral, seglin especificaciones
del producto. La transcripcion reversa, amplificacion y
deteccién de los niveles de ARN viral fueron realizadas
en un analizador COBAS AMPLICOR automatizado. Se
procesaron 2 controles positivos y uno negativo por
cada 24 muestras evaluadas.

Cuantificacion de las subpoblaciones linfocitarias
CD4/CD8. Se analizaron 173 muestras de sangre
completa provenientes de la poblacién evaluada para
la cuantificacion de la subpoblacién linfocitaria CD4+
(expresados en valores absolutos de células/mm3) me-
diante Citometria de Flujo por el Sistema Facs Count,
Becton Dickinson.

Analisis estadistico

Los niveles obtenidos de carga viral por ambos
ensayos (expresados en copias de ARN/ml) fueron
transformados en logaritmo de base 10 (log, ) para el
estudio de su comparacion. Estas variables cuantita-
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tivas se expusieron en medias y fueron analizadas a
través de los estadigrafos: media aritméticay la prueba
de Wilcoxon (no paramétrico). Adicionalmente, se de-
terminé la concordancia entre técnicas, categorizando
el nimero de copias seglin dos puntos de cortes criticos
para la toma de decisiones clinicas (menor de 400
copias, entre 400 y 100000 copias y mayor a 100000
copias)t®1? y se calcul6 el nivel kappa no ponderado
para cada comparacion.

La correlacién entre los resultados de carga viral
medida por ambos métodos se evalué mediante coefi-
ciente de correlacién de Pearson (rp), regresién lineal
y el valor de p. Para el estudio de la analogia entre
las variables, niveles de ARN del VIH-1 obtenidos por
cada método y recuento de linfocitos T CD4+ se utilizé
como estadigrafo el calculo de r . El analisis estadistico
fue realizado, utilizando el programa computarizado
“Simcalc Probability Calculator”.

El presente estudio fue aprobado para su ejecucién
por las Comisiones Cientifica y Etica del INHRR, no
existiendo conflicto de intereses.

Resultados

Cada muestra de la poblacién estudiada fue ana-
lizada una vez en dos corridas diferentes por los mé-
todos de carga viral evaluados. Se encontraron niveles
detectables de ARN del VIH-1 en los 173 pacientes
evaluados y valores de carga viral indetectables en las
50 muestras utilizadas como controles negativos por
ambos métodos. La media de la carga viral fue de 3,3
log,,y 3,8 log,, en la poblacién estudiada mediante los
ensayos bDNA y RT-PCR Amplicor, respectivamente,
observandose que los valores de carga viral obtenidos
por RT-PCR Amplicor eran mas elevados en compara-
cion con bDNA. La frecuencia con que la diferencia de
carga viral super6 los 0,5 logaritmos entre ambas téc-
nicas fue de 37,6% (65/173 muestras). Al estratificar
la carga viral como parametro en cuatro niveles: 400-<
30000 copias/ml (2,6-< 4,5 log,,), 30000-100000
copias/ml (4,5-5 log, ), > 100000-400000 copias/ml
(>5-5,6 log,,) y > 400000 copias/ml (> 5,6 log, ), la
distribucion fue la siguiente: 106 (61%), 36 (21%),
23 (13%) y 8 muestras (5%), respectivamente.

La correlacion de los métodos fue altamente signifi-
cativa (rp=0,90, R2=0,95, figura 1). Latabla 1 muestra
el nimero de casos concordantes y discordantes para
cada categoria de carga viral entre RT-PCR Amplicor
Monitor HIV y bDNA. La concordancia entre las prue-
bas fue buena (kappa=0,80, valor de p<0,001). La
frecuencia con que la diferencia de cargas virales entre
ambos métodos super6 los 0,5 log,, fue de 11,6%
(20/173 muestras).

La media del recuento de linfocitos CD4 fue de
414 cél/mm? (rango: 4-1379). Al estratificar dicho
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Tabla 1. Concordancia y discordancia de RT-PCR Ampli-
cor Monitor y hDNA para dos categorias de importancia
clinica. Los contenidos de cada casilla se expresan en
valores ahsolutos (niimero total de observaciones con
cada técnica = 173).

Amplicor Monitor

400-100000 =>100000
BDNA 400-100000 145 11
>100000 1 16

parémetro en tres niveles: < 200 cél/mm3, 200-500
cél/mm3 y > 500 cel/ mm3, la distribucién fue la
siguiente: 51 (29,5%), 84 (48,5%) y 38 muestras
(22%), respectivamente.

Se encontrd una correlacién inversa entre cuanti-
ficacion de linfocitos CD4+ y carga viral del VIH de-
terminada mediante bDNA (rp=—0,21, R2=-0,26, valor
de p<0,05) y RT-PCR Amplicor (rp=-0,25, R2=-0,29,
valor de p<0,05), respectivamente. Por o general, se
demostré una mayor carga viral en aquellos casos que
presentaban recuentos bajos de linfocitos CD4+ y una
menor carga viral en aquellos con recuentos de CD4
més elevados (figuras 2 y 3).

Discusion

La carga viral expresa el nimero de particulas
virales circulantes a nivel sanguineo, permitiendo
una mayor comprensiéon sobre la dinamica del virus
en el organismo en cuanto al estado de la infeccion,
riesgo de progresion y efectividad del tratamiento.
Se ha sugerido que la disminucion de los niveles de
ARN del VIH-1 en plasma a valores indetectables se
asocia a una supresion viral mas completa, lo cual es
importante en la prevencién de una posible resistencia
frente al tratamiento antiretroviral.*¥

En el presente trabajo, todas las muestras presen-
taron niveles de ARN del VIH-1 detectables por ambas
técnicas, observandose que méas de la mitad (61%)
de la poblacién evaluada presentd bajos niveles de
carga viral. Estos plasmas fueron escogidos al azar y
de manera consecutiva a partir del lote de muestras
de pacientes referidos al INHRR para determinacién
de la carga viral del VIH. En general, se correlaciona
lo que cada una de las técnicas de cuantificacion
viral mide u “observa” independientemente de lo que
esté sucediendo con el paciente. Asi, se determind la
concordancia y discordancia entre las técnicas bDNA
y Amplicor Monitor con dos de las tres categorias de
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Figura 1. Correlacion entre logaritmos de carga viral
(log,, copias/ml) con técnicas Versant DNAb y RT-PCR
Amplicor HIV v1.5.
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Figura 2. Correlacion entre recuento de linfocitos T
CD4+ (cél/mm?3) y logaritmos de carga viral
(log,, copias/ml) con la técnica Versant DNAb.

p=-0,25

Log RT-PCR
Amplicor

LT CD4+

Figura 3. Correlacion entre recuento de linfocitos T
CD4+ (cél/mm®) y logaritmos de carga viral (log,
copias/ml) con la técnica RT-PCR Amplicor Monitor v1,5.
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importancia clinica descritas!® debido a la ausencia de
muestras con niveles de carga viral indetectables. Seria
de particular interés evaluar pacientes para quienes el
rango de carga viral incluya niveles de ARN del VIH-1
indetectables, bajos, intermedios y altos en diferentes
fases de la infeccion.

En este estudio se obtuvo un excelente nivel
de correlacion entre técnicas con un coeficiente de
correlacion de 0,90 (figura 1), evidenciando que la
variabilidad de una técnica se puede explicar casi en
su totalidad por la variabilidad de la otra. Las pruebas
mostraron también excelente concordancia (ver tabla
1), con un kappa no ponderado de 0,80. Diversos estu-
dios han comparado diferentes métodos de carga viral
con hallazgos variables. En alguna de estas investiga-
ciones se ha encontrado una baja correlacién (r=0,50)
entre los resultados de carga viral del VIH-1 obtenidos
por los ensayos bDNA v3 y RT-PCR Amplicor Monitor
1.5.% Sin embargo, otros autores han reportado una
elevada correlacion (desde r=0,89 hasta r=0,97) y con-
cordancia entre ambas técnicas'®7:1418 coincidiendo
con los resultados obtenidos en el presente trabajo.
Estos hallazgos sugieren que estas dos técnicas de
cuantificacién pueden ser usadas en la medicién del
ndmero de copias de ARN del VIH-1, para representar
el “estatus” de la viremia en el paciente infectado. La
correlacién fue adecuada con los niveles bajos de los
rangos dinamicos de las dos pruebas usadas, sugi-
riendo una sensibilidad similar entre las dos técnicas.

Al comparar las medias de las cargas virales ob-
tenidas por las técnicas evaluadas se observé que las
lecturas obtenidas mediante bDNA fueron inferiores
a RT-PCR Amplicor, lo cual concuerda con lo descrito
en reportes previos.'® En adicién, la diferencia del
logaritmo de la carga viral de una técnica a otra fue
superior a 0,5 logaritmos en un ndmero importante
de casos 37,6% (65/173 muestras). El conocimiento
de los niveles plasméticos de ARN del VIH junto al
recuento de linfocitos T CD4+ permite monitorear la
evolucion de la infeccioén viral. De alli que los hallazgos
anteriores permiten sugerir que aunque ambas técnicas
tengan excelente correlacién, las decisiones clinicas
pueden verse afectadas con frecuencia si las técnicas
se intercambian de manera indistinta.

En este trabajo casi la mitad de la poblacién eva-
luada presentd recuentos intermedios de linfocitos T
CD4+ entre 200-500 cél/ mm3, sugiriendo que el grado
de inmunodeficiencia no parece ser severa en estos
pacientes. Sin embargo, una limitacién del presente
estudio fue no tener acceso a la historia clinica de
manera que los pocos datos epidemiolégicos de los
pacientes se obtuvieron a través de la entrevista rea-
lizada a cada individuo al momento de la toma de la
muestra. Seria interesante poder evaluar pacientes con
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acceso a su historia clinica a fin de corroborar el estatus
inmunolégico en relacién a signos, sintomas y toma
0 no de tratamiento antirretroviral de los pacientes.

Al estratificar la carga viral, segln los niveles de
ARN del VIH-1 expresado en logaritmos se demostré la
existencia de una correlacién inversa con significacién
estadistica (valor de p<0,05) entre carga viral y lin-
focitos 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 hallazgos
se obtuvieron utilizando ambas técnicas de carga viral
(ver figuras 2 y 3). Nuestros resultados, coinciden con
estudios previos en los cuales aunque no se haya encon-
trado significacién estadistica, por lo general aquellos
casos con CD4 mas elevados presentaron una menor
carga viral y viceversa.t’-29 Se ha sugerido que elevados
niveles de ARN del VIH-1 precede la disminucién de
los valores de células CD4+ y constituyen el principal
factor de riesgo de progresion a SIDA aln en pacientes
gue manejan elevados niveles de linfocitos CD4+.%?1

En conclusioén, los resultados del presente estudio
demostraron una excelente correlacion al comparar los
valores de carga viral obtenidos por las técnicas evalua-
das. En adicion, se observé una correlacién inversa entre
los niveles de carga viral y los valores de células CD4+.
Se sugiere ademas que los dos ensayos de cuantifica-
cion estudiados pueden ser usados en la medicién del
ndmero de copias de ARN del VIH-1, lo cual representa
el “estatus” de la viremia. Se recomienda que la con-
firmacién de los niveles plasmaticos de ARN del VIH-1
se efectle en el mismo laboratorio y con el empleo de
una misma técnica para determinacién de carga viral
en el seguimiento de los pacientes infectados.
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