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PALABRAS CLAVE Resumen La transmision vertical es la principal via de contagio del HIV en la edad pediatrica.
Virus de la El diagnostico de la infeccion congénita antes de los 18 meses se realiza mediante ensayos
inmunodeficiencia viroldgicos: deteccion de genoma viral como ARN plasmatico y ADN proviral. La sensibilidad
humana; de estos ensayos varia segun la edad del nifo, con valores de especificidad mayores al 95 %.
Infeccion congénita; El objetivo de este trabajo fue evaluar el desempefo del ensayo de carga viral (CV) COBAS
Carga viral Tagman HIV-1 Test, v1.0 (Roche), y su concordancia con una PCR multiple anidada in-house

para la deteccion del ADN proviral. De 341 muestras procesadas, 15 resultaron positivas y
326 negativas por ambas metodologias. Para la metodologia de CV, la sensibilidad general fue
del 88,2% y la especificidad del 100%. Nuestros resultados indican que la metodologia de CV
evaluada puede utilizarse como técnica alternativa para el diagndstico de infeccion congénita
por HIV.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espafa,
S.L.U. Este es wun articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

KEYWORDS Implementation of the COBAS Tagman HIV-1 Test, v1.0 for vertical transmission
Human diagnosis

immunodeficiency

virus; Abstract Vertical transmission is the main route of HIV infection in childhood. Because of the
Vertical transmission; persistence of maternal HIV antibodies, virologic assays that directly detect HIV are required to
Viral load diagnose HIV infection in infants younger than 18 months of age. The sensitivity of HIV RNA/DNA

assays increases as the child becomes older. These tests have specificity values greater than
95%. The aim of this study was to evaluate the performance of the COBAS Tagman HIV-1 Test,
v1.0 assay (Roche) and its concordance with a Multiplex Nested-PCR. Of 341 samples processed,
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15 were positive and 326 negative by both methods. Sensitivity and specificity overall values
for the viral load assay were 88.2 % and 100 %, respectively. Our results indicate that the COBAS
Tagman assay evaluated could be used as an alternative method to diagnose HIV congenital
infection.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa,
S.L.U. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

La transmision vertical (TV) del virus de la inmunodefi-
ciencia humana (Human immunodeficiency virus [HIV]) es
la principal via de contagio en la poblacion pedia-
trica. Sucede principalmente durante el parto, aunque
puede ocurrir también durante la gestacion. La lac-
tancia materna agrega un riesgo adicional en muje-
res previamente infectadas, que es aln mayor en
madres que cursan la infeccion aguda durante el
amamantamiento'®.

En Argentina, la tasa de transmision descendio6 del 13,7 %
en 2000 al 5,2 % en 2011, aunque entre 100 y 150 ninos nacen
anualmente con HIV. De estos, solo el 70% es diagnosticado
antes del ano de vida, lo que dificulta el inicio oportuno del
tratamiento'?.

La profilaxis durante el embarazo, el parto y las pri-
meras 6 semanas de vida del nino ha permitido reducir la
tasa de TV a cifras menores del 2%’. Segln la Ley 25543,
toda mujer embarazada debe ser alentada a conocer su
estado frente al HIV e informada sobre los riesgos de un
embarazo estando infectada. La identificacion oportuna de
mujeres HIV positivas es fundamental para administrar el
tratamiento antirretroviral (ARV) adecuado para evitar la
TV.

En la poblacion pediatrica, la infeccion presenta un
amplio espectro clinico. Este varia desde nifos que per-
manecen asintomaticos durante afos y posteriormente
desarrollan enfermedades marcadoras de sida, hasta
ninos que desarrollan una forma muy agresiva de la enfer-
medad que los conduce a la muerte antes del afio de vida'.
Entre estos extremos existen formas intermedias, con cua-
dros clinicos que aparecen a medida que se produce el
deterioro inmunoldgico.

La presencia de anticuerpos maternos de tipo IgG anti-
HIV que atraviesan placentay persisten en los nifos hasta los
15-18 meses de edad, estén infectados o no, limita el uso de
las pruebas seroldgicas para el diagnostico de la infeccion en
nifios menores de 18 meses’. El diagndstico de la infeccién
congénita por HIV se realiza mediante métodos molecula-
res de deteccion de acidos nucleicos: ADN proviral y ARN
plasmatico.

En Argentina, la mayoria de los ensayos de deteccion del
ADN proviral son ensayos in-house, desarrollados y validados
en los propios laboratorios. La sensibilidad de un solo ensayo
de ADN proviral es menor del 40 % durante la primera semana
de vida, alcanza el 93% durante la segunda semana y es de
un 95-100% en ninos infectados mayores de un mes, con
especificidad mayor al 99 %>8.

Los métodos comerciales que permiten cuantificar
la CV del HIV presentan diferencias en sensibilidad,

linealidad y sitios blanco en el genoma viral, asi como en
los métodos de amplificacion y deteccion. Tienen una espe-
cificidad del 100% para resultados >5.000 copias/ml® y su
sensibilidad es del 25-58% durante las primeras semanas
de vida, del 89% al mes y del 90-100% a los 2-3 meses,
y son tan sensibles como los ensayos de deteccion del
ADN proviral para el diagnostico de infeccion por HIV en
lactantes®'?, Ademas, serian mas sensibles para detectar
subtipos no B del HIV®, aunque podrian verse afectados por
la terapia ARV prenatal de la madre o por la profilaxis del
nifo.

Algunos autores sostienen que frente a niveles de
ARN <5.000 copias/ml los ensayos deben repetirse; tam-
bién se ha indicado que deben establecerse valores
de corte a partir de los cuales un resultado se interprete
como positivo'?. Otros autores sugieren que los ensayos de
deteccion del ARN viral pueden utilizarse como prueba con-
firmatoria en ninos con resultados positivos previos de ADN
proviral, pues, ademas de proporcionar la confirmacion viro-
logica de la infeccidn, estos permitirian conocer la CV basal
del paciente®.

Los nifos expuestos al HIV durante el periodo peri-
natal deberan estudiarse mediante pruebas virologicas
a los 14-21dias de vida y entre el primer mes y el
segundo, procurando que la muestra de sangre se obtenga
2semanas después de haber sido cumplimentada la pro-
filaxis; también se evaluaran a los 4-6 meses de edad' .
Actualmente, con el objetivo de no perder oportunidades,
el Ministerio de Salud de la Nacion recomienda obtener
una muestra de sangre del nifo dentro de las 24-72h
de vida, durante el periodo de hospitalizacion madre-
hijo'.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el
desempeno del ensayo de ARN cuantitativo COBAS TagMan
HIV-1 Test, version 1.0 (Roche), y establecer la concordan-
cia, sensibilidad y especificidad de esta metodologia de CV
en relacion con una PCR mdltiple anidada in-house, con el
fin de fijar criterios para considerarlo como metodologia
alternativa o complementaria en el diagndstico precoz de
la infeccion por HIV en nifnos expuestos durante la etapa
perinatal.

El estudio se realizé en nifios nacidos de madres HIV posi-
tivas con diagnostico confirmado. Los nifos se evaluaron en
términos clinicos y virologicos siguiendo el algoritmo diag-
nostico recomendado por el National Institutes of Health
para infeccion pediatrica. Se incluyeron 341 muestras
de sangre entera obtenidas entre noviembre de 2011 y
marzo de 2013, correspondientes a 180 nifios con diagnds-
tico definitivo: 121 nifos menores de 1 mes, 43 ninos entre
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1y 3meses y 16 nifios mayores de 3 meses al momento de la
toma de la primera muestra.

El estudio se realizd paralelamente en la misma muestra
de sangre derivada para la deteccion del ADN provi-
ral. El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
correspondiente y se garantizo la confidencialidad de la
informacion.

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion venosa
y se recolectaron en tubos que contenian EDTA. Se separd
en forma estéril un volumen de plasma por centrifugacion,
el cual se conservd a —70°C hasta su procesamiento. El
paquete celular fue homogeneizado, y a partir de este se
realizo la extraccion del ADN genémico utilizando el equipo
comercial High Pure PCR Template Preparation de Roche,
siguiendo las instrucciones del fabricante. El extracto se
conservo a —20°C hasta su utilizacion.

Antes de la toma de la muestra se obtuvo el con-
sentimiento informado de la madre y se confecciond
una ficha clinico-epidemioldgica con los datos de interés:
fecha de diagnostico materno, controles durante el emba-
razo, tipo de parto, tratamiento ARV, condicion clinica del
nifno al nacer y profilaxis.

Para la deteccion del ADN proviral se utilizaron oligonu-
cledtidos que amplifican una region de 175 pb del gen pol'’
y una region de 342pb del gen env’ del genoma del HIV.
Se realizo una PCR multiplex anidada in-house validada en
nuestro laboratorio. Como control interno de amplificacion,
para descartar la presencia de inhibidores se incluyeron en
la mezcla de reaccion oligonucledtidos que amplifican un
fragmento de 342 pb del gen de la B-actina humana®.

Los productos de PCR amplificados se detectaron por
electroforesis en gel de agarosa al 2% mediante tincion
con SYBR Safe (Invitrogen). Las muestras se consideraron
positivas si se observaba al menos uno de los fragmen-
tos especificos del HIV, y negativas si no se observaban
fragmentos especificos del virus, pero si el fragmento corres-
pondiente a la B-actina humana.

El ARN plasmatico del HIV se cuantifico mediante el
ensayo comercial COBAS TagMan HIV-1 Test, version 1.0
(Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este
ensayo fue aprobado por la ANMAT para el monitoreo de la
CV del HIV en marzo de 2006.

Del total de muestras procesadas para ADN proviral y ARN
plasmatico (341), 15 resultaron positivas y 326 negativas por
ambas metodologias; la concordancia entre la metodologia
de CV y la de la PCR multiplex anidada fue del 100%.

En las 326 muestras con resultados de PCR negativos, per-
tenecientes a nifos no infectados, el virus resulto ser no
detectable por el ensayo de CV, con una especificidad del
100%. La CV de las muestras con ARN plasmatico detectable
fue del orden de 10°-107 copias HIV-1/ml de plasma.

Durante el seguimiento se analizaron un total de 17 mues-
tras obtenidas de los 8 pacientes con diagnostico definitivo
de la infeccion por HIV. De estas, 15 resultaron positivas y 2
negativas por ambas metodologias. La sensibilidad general
de ambas metodologias fue estimada en el 88,2 % conside-
rando las muestras con CV detectable y PCR positiva.

En un caso, la confirmacion de la infeccion se realizo con
un Unico resultado de PCR positivo y CV detectable, conjun-
tamente con el cuadro clinico del paciente. Este nifio fue
asistido por primera vez a los 16 meses con una enferme-
dad marcadora de sida y fallecié a los pocos dias, por lo

que resulté imposible obtener una nueva muestra para la
confirmacion diagnostica por el laboratorio.

Teniendo en cuenta la edad al momento de la toma de la
primera muestra, la sensibilidad de la CV y de la PCR en
el grupo de nifios menores de un mes fue del 50% (2/4)
y la especificidad de las 2 técnicas del 100%, ya que no
se detectd ningln falso positivo. En el grupo de nifios mayo-
res de 4meses, la sensibilidad y la especificidad de ambas
metodologias fueron del 100% (4/4). El valor predictivo
positivo fue del 100% en todos los grupos etarios. El valor
predictivo negativo en los nifos menores de un mes fue
del 98,3 % para ambas metodologias, y en el grupo de nifos
mayores de un mes fue del 100 % para las 2 técnicas.

De los 8 ninos HIV-positivos, solo en 2 de ellos se rea-
liz6 el diagndstico dentro del primer mes de vida. Si bien se
pudo detectar la infeccion correctamente en un nino a los
4dias de vida y en otro a los 23 dias, en otros 2 nifios de alto
riesgo cuyas primeras muestras fueron tomadas a los 10 dias
y al mes del nacimiento la PCR resultd negativa y la CV no
detectable. En los 4 nifios restantes el diagnodstico fue rea-
lizado después del cuarto mes de vida, debido a la demora
en la toma de la primera muestra.

En los 2 casos con CV no detectable y PCR negativa en las
primeras muestras, cuando regresaron para el seguimiento
la CV resultd detectable y la PCR positiva, al segundo y al
quinto mes, respectivamente. Esto podria deberse a distin-
tos factores: momento de la infeccion (en el parto o en el
posparto, a través de la leche materna), momento del diag-
nostico materno, tratamiento ARV y CV. Especificamente, en
uno de los casos el diagndstico materno tuvo lugar 20 dias
antes del parto, y en el otro el diagnostico fue posterior
al parto. En este Ultimo, el nifo ademas recibid lactancia
durante las primeras 72 h de vida. Por otro lado, ambos ninos
estaban recibiendo tratamiento ARV al momento de la toma
de la primera muestra.

En ambos casos, solo pudieron ser detectadas por PCR
secuencias especificas correspondientes al gen pol del
genoma viral. Esto refuerza el concepto de que la sensi-
bilidad de los métodos virologicos de deteccidon de acidos
nucleicos es menor del 50% durante las primeras semanas
de vida, de alli la necesidad de realizar la deteccion de
mas de una secuencia del genoma viral y el seguimiento del
paciente en tiempo y forma.

Los resultados del presente estudio demuestran que
para la metodologia COBAS TagMan HIV-1 Test, version 1.0
(Roche), no es necesario establecer un valor de corte a par-
tir del cual una muestra detectable puede ser considerada
como verdadera positiva para el diagndstico de infeccion
congénita por HIV.

Con respecto a las caracteristicas de la poblacion estu-
diada con resultados negativos, en el 3,5% de los casos
(6/172) las madres no habian tenido controles durante
el embarazo, un 20,4% (35/172) habia tenido entre 1 y
3 controles, y un 76,1% (131/172) habia realizado mas
de 4 controles. Con relacion al tipo de parto, el 72,7%
(125/172) de los nifios nacieron por cesarea, mientras que
el 27,3% (47/172) lo hicieron por parto vaginal. El 99,4%
(171/172) de los nifios fueron asintomaticos al momento del
parto y solo uno presentd sintomatologia al momento de
nacer.

Con respecto a la lactancia, el 95,3% (164/172) de los
nifos no fueron amamantados, mientras que el 4,7 % (8/172)
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si lo fueron. En 3 de estos casos el diagnostico materno habia
sido realizado luego del parto, y en los 5 restantes, antes de
aquel.

En el 83,7% de los casos (144/172) se realizo profilaxis
durante el embarazo, en el 87,2% (150/172) se administro
tratamiento ARV en el momento del partoy el 96,5% de los
ninos (166/172) recibieron profilaxis posparto. En tal sen-
tido, cuando no se administro tratamiento ARV durante el
embarazo o en el momento del parto, o bien al nifo, en
el 8,7% de los casos (15/172) el diagnostico materno habia
sido antes del parto; en el 73,3 % de estos casos (11/15) exis-
tio al menos un control durante el embarazo, en tanto que
el 26,7% (4/15) no habian sido controlados.

En cuanto al momento del diagnoéstico materno, en
4 casos este fue posterior al parto; en el 75% de ellos (3/4)
hubo 6 0 mas controles durante el embarazo.

Finalmente, los 9 casos en los que el diagnoéstico materno
se realizd en el momento del parto correspondieron todos
a madres que habian tenido al menos un control durante el
embarazo.

Con relacion a la poblacion de pacientes con infeccion
confirmada por HIV debida a TV, en 2 casos el diagndstico
materno fue posterior al parto, en otros 2 el diagnostico fue
aproximadamente un mes antes de aquel y en otro caso el
mismo dia del nacimiento. En los 3 casos restantes no se
disponia de la ficha clinico-epidemioldgica. A excepcion de
la madre cuyo diagnostico se realizo el dia del parto y cuyo
embarazo no fue controlado, en los demas casos todas las
madres habian tenido al menos un contacto con el sistema
de salud.

En los 2 casos en los que el diagnostico fue realizado den-
tro del mes previo al parto, se administré tratamiento ARV
durante el Gltimo mes de embarazo, en el momento del
parto y al niflo. En los 3 casos en los que el diagndstico
tuvo lugar el dia del parto o después, solo se administro
tratamiento ARV al nifo.

Desde el inicio de su uso clinico, la medicion de la CV
plasmatica ha sido fundamental en el manejo terapéutico
de diversas infecciones virales, principalmente del HIV y de
los virus de las hepatitis By C. Las pruebas de CV para HIV son
fundamentales en el seguimiento de los pacientes infectados
desde su evaluacion inicial, dado que la cuantificacion de
la CV se correlaciona con la progresion de la enfermedad y
con la respuesta al tratamiento ARV. En casos especiales, las
técnicas de CV contribuyen al diagnéstico inicial de infeccion
aguda antes de la seroconversion.

Hoy en dia se dispone comercialmente de una gran varie-
dad de pruebas para este propdsito, las cuales ofrecen
numerosas ventajas sobre los métodos moleculares tradi-
cionales. Sin embargo, ninguno de estos métodos ha sido
validado por sus fabricantes como prueba diagnéstica.

El diagnostico de infeccion congénita por HIV se realiza en
la actualidad por técnicas in-house que detectan el genoma
viral integrado como provirus. La sensibilidad en los prime-
ros dias de vida es baja, pero el riesgo de falsos negativos se
minimiza utilizando oligonucleétidos que permiten amplifi-
car diferentes regiones del genoma viral, lo cual aumenta
la sensibilidad de la técnica en las muestras tempranas.
La deteccion de solo una de las regiones virales especificas
puede deberse a un nimero muy bajo de copias del provirus
0 a una variacion genética en la region del HIV que se esta
detectando, dando como resultado una PCR negativa por

disminucion de la sensibilidad del par de oligonucleétidos
utilizados para dicha region del genoma.

Debido a la importancia de identificar precozmente la
infeccion por HIV en la poblacion pediatrica, se necesita
un ensayo o una combinacion de ensayos optimos para la
confirmacion de la infeccion en neonatos. Sin el acceso
al tratamiento ARV, la enfermedad progresa rapidamente
y hasta un 45% de los ninos infectados desarrollan sida y
mueren dentro de los 2 primeros anos de vida.

Nuestros resultados demuestran una excelente concor-
dancia entre las 2 técnicas evaluadas (deteccion del ADN
proviral y determinacion de la CV), con la misma sensibi-
lidad, aun en edades inferiores a un mes. La sensibilidad
general de ambas metodologias fue estimada en 88,2%. A
pesar de no haberse encontrado en este trabajo discor-
dancias entre ambas metodologias, esta descrito que los
métodos de PCR en tiempo real para cuantificacion de CV
superan a las tecnologias de punto final, con la ventaja de
presentar mayor sensibilidad, rango dinamico mas amplio,
altos niveles de automatizacion, con la consiguiente reduc-
cion del riesgo de contaminacion y mayor capacidad para
cuantificar diferentes tipos y subtipos del HIV-1.

Las técnicas de CV deben validarse frente al diagndstico
pediatrico definitivo antes de su aplicacion para tal fin, y no
se puede generalizar para todos los ensayos comerciales la
necesidad de establecer un valor de corte. Al igual que en el
trabajo de Canizal et al.*, en este trabajo la especificidad
fue del 100%, por lo cual no se requirié un valor de corte
para la interpretacion de un resultado como positivo. No
obstante, deben seguirse los criterios establecidos para la
confirmacién del diagnostico de infeccidon congénita por HIV,
teniendo en cuenta los algoritmos diagnosticos vigentes.

La terapia ARV y la profilaxis que se utiliza para reducir
la trasmision madre-hijo podria afectar la sensibilidad de
las técnicas de CV. Por su impacto directo sobre la CV, debe
considerarse el uso de terapia ARV a la hora de interpretar
los resultados. En funcion de la sensibilidad y especifici-
dad encontradas, la inclusion del ensayo comercial COBAS
TagMan HIV-1 Test, version 1.0 (Roche), permitiria el diag-
nostico precoz de la infeccion por HIV en nifios expuestos en
la etapa perinatal, por lo que resulta una técnica alternativa
al ensayo de ADN proviral, eficaz para el diagnéstico.

Finalmente, alcanzar la meta mundial de reducir el
numero de nifos infectados en 2015 requerira diferentes
estrategias de prevencion. Es necesario redoblar los esfuer-
zos para la prevencion primaria de la transmision del HIV en
nifas y en mujeres en edad fértil, y proporcionar servicios
de salud reproductiva y sexual a mujeres que viven con el
HIV y que no quieren quedar embarazadas. Por otro lado,
en mujeres en edad fértil es muy importante descartar la
infeccion por HIV, ya que si esta infectada puede recibir el
tratamiento ARV adecuado para prevenir la transmision del
virus a su hijo y mejorar su calidad de vida. Por este motivo,
debe ofrecerse en tiempo y forma el ensayo de deteccion
de anticuerpos anti-HIV a toda mujer embarazada que toma
contacto con el sistema de salud.

Responsabilidades éticas

Protecciéon de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.
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