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COMUNICACION BREVE

Correlacion y concordancia de tres técnicas de cuantificacion
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de carga viral del VIH disponibles en Colombia

Patricia Olaya?, Carlos A. DiazGranados??

! Centro de Andlisis Molecular, Bogota, D.C., Colombia.
2 Fundacion Universitaria de Ciencias de la Salud (FUCS), Bogota, D.C., Colombia.
3 Clinica Jorge Pifieros Corpas, Bogota, D.C., Colombia.

Introduccién. La cuantificacion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es una
herramienta (til para el manejo de los pacientes infectados. Diferentes técnicas se encuentran
disponibles en Colombia para ese propdsito.

Objetivo. Comparar los resultados de carga viral obtenidos mediante el uso de tres técnicas
de cuantificacién del VIH disponibles en Colombia.

Materiales y métodos. Muestras seleccionadas por conveniencia y provenientes de diferentes
areas del pais se sometieron a cuantificacion del VIH por tres métodos: Versant bDNA 3.0 ®
(Bayer), LCx HIV ® (Abbott) y Amplicor Monitor HIV v1.5 ® (Roche). Todas las muestras se
procesaron en el Centro de Analisis Molecular en Bogota, Colombia. Los resultados obtenidos
con las tres técnicas fueron comparados entre si mediante regresion lineal. Adicionalmente se
determind la concordancia entre las técnicas calculando el kappa no ponderado, la frecuencia
de discordancia segun puntos de corte clinicamente relevantes y la frecuencia de diferencias
superiores a 0,5 logaritmos.

Resultados. La correlacion entre técnicas fue altamente significativa, con un R? superior a
0,97. La concordancia también fue sustancial, con kappas no ponderados superiores a 0,7.
Sin embargo, las frecuencias de discordancias para puntos de corte clinicamente relevantes y
de diferencias superiores a 0,5 logaritmos fueron considerables (8,8% a 15,6% y 19,6% a
36,3%, respectivamente).

Conclusioén . Las tres técnicas para cuantificacion de carga viral son adecuadas y muestran un
alto nivel de correlacion y concordancia. Sin embargo, la variabilidad observada hace necesario
comparar la lectura de una técnica con otra lectura realizada por la misma técnica cuando se
incorporen dichos resultados en la toma de decisiones clinicas.

Palabras clave: infecciones por VIH, carga viral, reaccion en cadena de la polimerasa,
diagnostico, estadisticas no paramétricas, Colombia.

Correlation and concordance of three HIV viral load techniques available in Colombia

Introduction. Human Immunodeficiency Virus quantitation is a helpful indicator for the
management of infected patients. Different technologies are available in Colombia for this
purpose.

Objective. To compare the performance of three available technologies for Human
Immunodeficiency Virus quantitation in Colombia.

Methods. Samples from different areas of the Country were selected by convenience and
underwent Human Immunodeficiency Virus quantitation using three methods: Versant bDNA
3.0 ® (Bayer), LCx HIV ® (Abbott) and Amplicor Monitor v1.5 ® (Roche). All samples were
processed at the Centro de Analisis Molecular in Bogota, Colombia. Results obtained with the
three techniques were compared using linear regression. Additionally, the concordance
between techniques was assessed calculating the unweighted kappa, the frequency of
discordance according to cut-off points of clinical importance, and the frequency of differences
exceeding 0.5 logs.

Results. The correlation between techniques was highly significant, with an R? higher than
0.97. The concordance was substantial, with unweighted kappas above 0.7. Nevertheless, the
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frequency of discordance for cut-off points of clinical importance and the frequency of differences
exceeding 0.5 logs were considerable (8.8%-15.6% and 19.6%-36.3% respectively).
Conclusion. The three technologies for quantitation of viral load are adequate with high levels
of correlation and concordance. However, because of the observed variability we recommend
comparing a reading from one technique with another reading from the same technique when
incorporating the results into clinical decision making.

Keywords:
nonparametric statistics.

Tanto la cuantificacion del &cido ribonucléico
(ARN) del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) en plasma, conocida cominmente como
“carga viral”, como el recuento de linfocitos CD4
son herramientas Utiles para el prondstico,
tratamiento y monitorizacion de los pacientes
infectados con el virus (1-6).

La medicién del ARN viral en plasma es parte
fundamental de muchos protocolos de manejo de
la infeccién por VIH en diferentes regiones del
mundo. Esta ayuda diagndstica fue recientemente
incluida dentro del Plan Obligatorio de Salud (POS)
en Colombia (7), facilitando su utilizacion
sisteméatica en los pacientes colombianos
infectados con VIH. Sin embargo, el POS no exige
la utilizacién preferencial de ninguna técnica en
particular. En Colombia existen diferentes
tecnologias comercialmente disponibles para
cuantificacion del VIH, que difieren en aspectos
tales como su fundamento tecnoldgico, la cantidad
de muestra requerida y los métodos de extraccion,
amplificacion y deteccién del acido nucleico. Por
la diversidad de programas de atencién de
pacientes infectados con VIH en Colombia es
comun que se utilicen técnicas de cuantificacion
de ARN del VIH diferentes. Con frecuencia un
paciente es trasladado de un programa a otro.
Adicionalmente, en un mismo programa, la
tecnologia utilizada puede ser modificada. En
estas circunstancias resulta (til y practico conocer
cdmo se comparan los resultados de unatécnica
frente a las deméas. La toma de decisiones
terapéuticas acertadas y oportunas exige un
seguimiento cuidadoso de la infeccion por VIH
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por medio de mediciones confiables, precisas y
reproducibles de la actividad replicativa del VIH,
independientemente de la tecnologia utilizada. Con
el objetivo de comparar los resultados de carga
viral obtenidos mediante el uso de tres técnicas
de cuantificacién del ARN del VIH disponibles en
nuestro medio y en una muestra de pacientes
colombianos, se disefié un estudio de corte trans-
versal en el que todos los especimenes fueron
evaluados con las tres técnicas.

Materiales y métodos
Pacientes y muestras

Se calcul6 un tamafio de muestra para correlacion
asumiendo un alfa de 0,05, un beta de 0,2, una
correlacion basal de 0,95 y una correlacion
esperada de 0,975. De acuerdo con lo anterior, el
tamafio de muestra necesario para el estudio se
estimé en 87 pacientes (NCSS & PASS software
version 5.1, Kaysville, Utah). Se seleccionaron
102 muestras por conveniencia para ser evaluadas
por triplicado. La mitad de las muestras se
obtuvieron de pacientes con diagnéstico de VIH
manejados en el programa de VIH-SIDA de la
Corporacion Saludcoop Cundinamarca, Colombia.
La otra mitad se selecciond de muestras de otros
programas del pais que solicitaran medicion de
carga viral al Centro de Analisis Molecular en
Bogota, Colombia. A todas las muestras se les
realiz6 cuantificacion del ARN del VIH por tres
métodos: Versant bDNA 3.0 ® (Bayer), LCx HIV
® (Abbott) y Amplicor Monitor HIV v1.5 ® (Roche).
Todas las muestras se manejaron, procesaron y
analizaron en el Centro de Andlisis Molecular y
fueron interpretadas por un Unico observador
(P.O)).

Para la toma de las muestras se emplearon dos
tubos PPT® (tubos al vacio con EDTAY gel libres
de ADNsas y ARNsas, BD®) por cada paciente.
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Las dos muestras se tomaron con aguja multiple,
por puncién venosa, una inmediatamente después
de la otray fueron centrifugadas simultaneamente
dentro de las dos horas posteriores a la extraccion
a 2.500 RPM (1.300 x g) durante 15 minutos y a
temperatura ambiente. El procedimiento y las
instrucciones para el manejo y transporte de las
muestras se incluyeron en un protocolo que se
distribuyé en todos los puntos de toma de
muestras; el transporte se realizé atemperatura
ambiente por mensajeria rapida y las muestras
fueron recibidas dentro de las 24 horas siguientes
a la toma. De cada muestra se hicieron tres
alicuotas y se almacenaron a -70 °C hasta su
procesamiento, el cual se realizé con los tres
métodos en un tiempo maximo de siete dias.

Meétodos de laboratorio

La determinacion de la carga viral se ha descrito
en detalle en otras publicaciones (8-10). Las
caracteristicas principales de cada técnica se
describen brevemente a continuacion.

Versant bDNA 3.0 ®: emplea 1,0 mL de plasmay
se basa en la tecnologia de amplificacion de sefial
segun la cual el ARN del VIH se somete a
hibridizacién con una serie de sondas de
oligonucle6tidos complementarios a regiones
altamente conservadas del gen pol del VIH-1. La
prueba tiene un rango dinamico de 50 a 500.000
copias de ARN viral por mL (8).

LCx HIV ®: es una técnica competitiva de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que
utiliza iniciadores que se unen a una region
altamente conservada del gen pol-integrasa del
VIH. La deteccion y cuantificacion se realiza de
manera automdtica con un sistema de
inmunoensayo de microparticulas. Ofrece dos
posibilidades para el procesamiento de las
muestras: un protocolo con 1,0 mL de muestra
con un rango dindmico entre 50 y un millén de
copias de ARN viral por mL, y un protocolo con
0,2 mL de muestra, con un rango dindmico entre
178 y cinco millones de copias de ARN viral por
mL. Para este estudio se empled el protocolo con
1,0 mL de muestra (9).

Amplicor Monitor HIV v1.5 ®: emplea una técnica
de PCR que amplifica la regién p24 del gen gag
del VIH. Existen dos procedimientos, el

304

Biomédica 2006;26:302-8

ultrasensible y el estandar. Los rangos dinamicos
son de 50 a 75.000 copias/mL y de 400 a 750.000
copias/mL, respectivamente (10). Para decidir qué
procedimiento de Amplicor Monitor HIV v1.5 ®
utilizar se empled el resultado de carga viral de
cualquiera de las otras dos técnicas.

Anaélisis

Las tres técnicas se compararon mediante
regresion lineal, correlacionando entre si los
logaritmos del resultado del numero de copias de
las tres técnicas. Se calculé para cada
comparacion el coeficiente de correlacion de
Pearson (r), el R?y el valor de p. Adicionalmente,
se determind la concordancia entre técnicas
categorizando el nUmero de copias segun puntos
de corte criticos para la toma de decisiones
clinicas (menor a 400 copias, entre 400 y 100.000
copias y mayor a 100.000 copias [1,11-13]), y se
calculé el nivel kappa no ponderado para cada
comparacion. El grado de concordancia para cada
comparacion se clasificé usando la jerarquia de
Landis y Koch (14). Se determiné la frecuencia
con la cual las técnicas generarian conductas
diagndsticas o terapéuticas diferentes en un
mismo momento en el tiempo mediante el recuento
de circunstancias en las cuales se reportara para
unatécnica una carga viral menor de 400 copias
y para la otra una carga viral mayor o igual a 400
copias, 0 para unatécnica una carga viral menor
oigual a 100.000 copias y para la otra una carga
viral mayor a 100.000 copias. Finalmente, se
calculo la diferencia del logaritmo de la carga viral
entre una técnica y otra, y se determiné la
frecuencia con la que dicha diferencia supero los
0,5 logaritmos. Lo anterior permite estimar con
gué frecuencia el clinico podria considerar
equivocadamente que ha ocurrido un cambio
significativo en la carga viral del paciente durante
el seguimiento (15). Se utilizé el software SAS
version 8.2 (SAS Institute) para llevar a cabo los
analisis estadisticos. Se consideraron
significativos valores de p menores a 0,05.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por los Comités de
Investigacion y Etica de las Empresas Promotoras
de Salud (EPS) Saludcoop y Compensar. Las
muestras pertenecian a pacientes para quienes
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el médico tratante habia ordenado la cuantificacién
de la carga viral por alguna de las técnicas
incluidas en el estudio y, por lo tanto, su obtencién
no requirié de procedimientos ni riesgos
adicionales para los pacientes; la realizacion del
estudio no causé demoras ni alteracién en los
resultados y no afecté el manejo clinico de los
pacientes. La confidencialidad y privacidad de los
pacientes se protegio durante la recoleccién y
transporte de las muestras y durante la
interpretacion y reporte de los resultados.

Resultados

El cuadro 1 muestra la frecuencia con la cual los
resultados fueron discordantes para puntos de
corte clinicamente relevantes y la frecuencia con
que la diferencia de cargas virales super6 los 0,5
logaritmos. Los cuadros 2, 3 y 4 muestran el
numero de casos concordantes y discordantes
para cada categoria de carga viral entre Amplicor
Monitor HIV y bDNA, Amplicor Monitor HIV y LCx
y bDNA y LCx, respectivamente.

Comparacion de Amplicor Monitor HIVv1.5y
bDNA

La correlacion de las pruebas fue altamente
significativa (r = 0,953, R?= 0,976, p< 0,001, figura
1). La concordancia entre las pruebas fue casi
perfecta (kappa= 0,85, IC95% entre 0,75y 0,94,
valor de p<0,001). La diferencia promedio entre
el logaritmo del nimero de copias de la carga viral
segun Amplicor Monitor HIV v1.5 y bDNA fue de
0,14 +/- 0,3 logaritmos (IC95% entre 0,08 y 0,2).

Comparacion de Amplicor Monitor HIV v1.5 y
LCx

La correlacién de las pruebas fue altamente
significativa (r = 0,946, R?= 0,973, p < 0,001,
figura 2). La concordancia entre las pruebas fue
sustancial (kappa = 0,74, IC95% entre 0,63 y
0,85, valor de p< 0,001). La diferencia promedio
entre el logaritmo del nimero de copias de la carga
viral segun LCx y Amplicor Monitor HIV v1.5 fue
de 0,17 +/- 0,38 logaritmos (IC95% entre 0,09 y
0,24).

Comparacion de bDNA y LCx

La correlacién de las pruebas fue altamente
significativa (r = 0,95, R?2= 0,975, p < 0,001,

TECNICAS DE CARGA VIRAL DEL VIH EN COLOMBIA

Cuadro 1. Frecuencia de discordancia en puntos de corte
relevantes y de diferencias superiores a 0,5 log.
Versant bDNA 3.0, LCx HIV y Amplicor Monitor HIV v1.5

Técnicas Discordancia puntos Diferencias
comparadas de corte relevantes superiores
a 0,5 log
n (%) n (%)
LCx — bDNA 15 (14,7%) 37 (36,3%)

LCx — Monitor v1.5
Monitor v1.5 — bDNA

16 (15,6%)
9 (8,8%)

22 (21,6%)
20 (19,6%)

Cuadro 2. Concordanciay discordancia de Amplicor Monitor
HIV v1.5 y Versant bDNA 3.0 para las diferentes categorias
de carga viral de importancia clinica. Los contenidos de
cada casilla se expresan en nimeros absolutos (nimero
total de observaciones con cada técnica = 102).

Amplicor Monitor HIV

<400 400-100.000 >100.000

copias copias copias
<400 49 2 0
copias
bDNA 400-100.000 2 36 2
copias
> 100.000 0 3 8
copias

Cuadro 3. Concordancia y discordancia de Amplicor Monitor
HIV v1.5 y LCx HIV para las diferentes categorias de
importancia clinica. Los contenidos de cada casilla se
expresan en numeros absolutos (numero total de
observaciones con cada técnica = 102).

Amplicor Monitor HIV

<400 400-100.000 >100.000
copias copias copias
<400 47 4 0
copias
LCx 400-100.000 2 28 10
copias
> 100.000 0 0 11
copias

figura 3). La concordancia entre las pruebas fue
sustancial (kappa = 0,76, IC95% entre 0,65 y
0,87, valor de p< 0,001). La diferencia promedio
entre el logaritmo del nUmero de copias de la carga
viral segin LCx y bDNA fue de 0,31 +/- 0,39
logaritmos (IC95% entre 0,22y 0,38).
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Cuadro 4. Concordancia y discordancia de Versant bDNA
3.0 y LCx HIV para las diferentes categorias de importancia
clinica. Los contenidos de cada casilla se expresan en
numeros absolutos (nUmero total de observaciones con cada
técnica = 102).

LCx
<400 400-100.000 > 100.000
copias copias copias
<400
copias 48 1 0
bDNA  400-100.000 3 29 0
copias
> 100.000 0 11 10
copias

r=0.963 R2 =0.976

LogPCR

6

LogbDNA

Figura 1. Correlacion entre logaritmos de carga viral
(log,, copias ARN/mL) con técnicas Versant bDNA 3.0 y
Amplicor Monitor HIV v1.5.

r=0,95 R =0,975
LogbDNA ?
6

LogLCX

Figura 2. Correlacion entre logaritmos de carga viral
(log,, copias ARN/mL) con técnicas Versant bDNA 3.0 y
LCx HIV.
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r= 0,946 R2 =0,973

LogPCR
6

LogLCX

Figura 3. Correlacion entre logaritmos de carga viral
(log,, copias ARN/mL) con técnicas Amplicor Monitor HIV
v1.5y LCx HIV.

Discusién

El presente estudio compara lo que una y otra
técnicas de cuantificacion de carga viral
“observan”, independientemente de lo que esté
sucediendo con el paciente. Resulta de particular
interés evaluar pacientes en diferentes fases de
la infeccion, para quienes el rango de carga viral
incluya cargas virales bajas, intermedias y altas.
Nuestro estudio muestra un excelente nivel de
correlacion entre técnicas. El coeficiente de
correlacion para todas las comparaciones fue
mayor de 0,94 con un Rz mayor de 0,97, lo cual
significa que la variabilidad de una técnica puede
explicarse casi en su totalidad por la variabilidad
de la otra. Las pruebas mostraron también
excelente concordancia, con kappas no
ponderados por encima de 0,7. La correlacion y
concordancia fue adecuada con los niveles bajos
de los rangos dinamicos de las pruebas utilizadas,
sugiriendo una sensibilidad similar para las tres
técnicas. Estudios previos han mostrado
excelente correlacién y concordancia entre
Amplicor Monitor HIV v1.5 y Versant bDNA 3.0
(16-19). Similarmente, aunque algunos reportes
difieren (20), la mayoria de estudios han mostrado
excelente correlacion y concordancia entre LCx
HIVy las otras técnicas (16,17,21). Este estudio
no incluy6 ninguin tipo de analisis filogenético para
la clasificacion de los subtipos de VIH de los
pacientes. Por lo tanto la repercusion de la
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presencia de diferentes subtipos de VIH en los
resultados es desconocida. Sin embargo, aunque
limitados, los estudios filogenéticos realizados en
Colombia indican un claro predominio del subtipo
B en nuestra poblacion (22,23).

En promedio, las lecturas realizadas con la técnica
LCx HIV resultaron superiores a las de Amplicor
Monitor HIV v1.5 y Versant bDNA 3.0 ®. Esto
concuerda con lo descrito en reportes previos
(13,16). Las lecturas de Versant bDNA 3.0
resultaron levemente inferiores a las de Amplicor
Monitor HIV 1.5. Lo anterior genera el interrogante
de si las decisiones de manejo serian diferentes
cuando se utiliza indistintamente una u otra
técnica. Un 15,6% de las pruebas resulté
discordante en puntos de corte criticos cuando
se compar6 LCx HIV con Amplicor Monitor HIV
v1.5. Similarmente, un 14,7% y un 8,8% de las
pruebas resulté discordante en los puntos de corte
criticos cuando se comparé LCx HIV con Versant
bDNA 3.0 y Versant bDNA 3.0 con Amplicor
Monitor HIV v1.5. Adema4s, la diferencia del
logaritmo de la carga viral de una técnica a otra
fue superior a 0,5 logaritmos en un numero
importante de casos. Lo anterior permite afirmar
gue si bien las tres técnicas tienen una excelente
correlacién y concordancia estadistica, las
decisiones clinicas se afectarian frecuentemente
si las técnicas se intercambian indistintamente.
Los pacientes infectados con VIH frecuentemente
son monitorizados de manera seriada mediante
la medicién de la carga viral. Suponiendo que
después de unos meses de seguimiento no ha
ocurrido ningun cambio en la cantidad “real” de
virus de un paciente, la lectura de la carga viral
tampoco deberia cambiar, y el resultado reportado
deberia ser similar al previo. Sin embargo, nuestro
estudio muestra que si se usan las técnicas de
manera indistinta, con frecuencia el clinico podria
errbneamente suponer que ha ocurrido un cambio
significativo en la carga viral, cuando en realidad
el cambio se explicaria completamente por una
modificacion de la técnica. Por ello es
recomendable que al tomar decisiones
terapéuticas se comparen los resultados de una
técnica con resultados previos o duplicados de la
misma técnica. Especificamente, si un programa
de atencion de pacientes con VIH va a modificar

TECNICAS DE CARGA VIRAL DEL VIH EN COLOMBIA

la técnica empleada para determinar la carga viral,
debe obtenerse de cada paciente un nivel basal
de carga viral con la técnica a instaurar, con el fin
de hacer comparaciones adecuadas durante el
seguimiento clinico y terapéutico.

Nuestro estudio indica que las tres técnicas de
cuantificacion de carga viral son adecuadas, ya
gue muestran un alto nivel de correlacion y
concordancia, lo que permite la utilizacién clinica
de cualquiera de ellas. Sin embargo, la variabilidad
observada, aunque pequefia, hace necesaria la
utilizacion del mismo método de cuantificacion
de la carga viral para la toma de decisiones
clinicas en el seguimiento de los pacientes a través
del tiempo o para establecer el nuevo valor de
base con la técnica a instaurar.
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