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La determinacién de la carga viral del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es casi impres-
cindible para el manejo de los pacientes infectados por este virus y, sobre todo, por su utilidad como marca-
dor de eficiencia del tratamiento antirretroviral. En este momento, la metodologia empleada en la mayoria
de los servicios de microbiologia clinica es la PCR a tiempo real, total o parcialmente automatizada, que tiene
como ventajas respecto a otras metodologias utilizadas anteriormente un mayor rango de cuantificacién,
mayor sensibilidad (< 40 copias/ml) y que los resultados se pueden obtener en un periodo muy corto, princi-
palmente gracias a la automatizacién de los sistemas de extraccion. En general, casi todas las plataformas
comercializadas que hay en el mercado tienen estas ventajas. También es muy importante que tengan la ca-
pacidad de detectar y cuantificar correctamente los diferentes subtipos y formas recombinantes de VIH-1.
Este Gltimo aspecto es el que puede plantear problemas en el futuro debido a la gran tasa de variabilidad de
este virus que genera continuamente nuevos variantes virales que son susceptibles de ser cuantificados.
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Quantification of the viral load of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is an essential marker for
the follow-up of HIV-infected patients and for monitoring antiretroviral treatment. The current methodology
used in most Clinical Microbiology Departments is semi- or fully-automated real-time PCR, which has
several advantages such as a wider range of quantification, higher sensitivity (<40 copies/mL) and rapid
results due to the automated extraction systems. On the whole, almost all the available commercialized
platforms have these advantages in addition to correctly detecting and quantifying the different subtypes
and recombinant forms of HIV-1 that can infect patients. This latter point is very troublesome due to the
wide variation of this virus and the continuous appearance of unusual variants and subtypes susceptible to
quantification.

© 2010 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccién causado la pandemia de sida mundial y se subdivide en 9 subtipos

denominados con letras desde la A-D, F-H, J y K. Dentro del VIH-1

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es el agen-
te causal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) descrito
por Montagnier y Barré-Sinounssi en 1983'. Pertenece a la familia Re-
trovirus y estd formado por un particula esférica de aproximadamen-
te 80-120 nm. En realidad son virus SIV (virus de la inmunodeficien-
cia de los simios) que al menos en 3 ocasiones saltaron la barrera de
especie, dando lugar a los 3 principales grupos de VIH-1: grupo M
(major), grupo O (outlier) y grupo N (no M no O)?, y a un cuarto grupo
llamado P (putative), descrito recientemente’. El grupo M es el que ha
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grupo M, el subtipo mayoritario es el C, responsable del 50% de las
infecciones por el VIH; sin embargo, en los paises industrializados de
Norteamérica, Europa, Australia y Japén, predomina el subtipo B, por
lo que el desarrollo tecnoldgico se ha basado en esta variante, que
representa aproximadamente el 10% mundial. En los lugares donde
hay una alta tasa de infeccién viral es probable que ocurran fenéme-
nos de coinfecciones virales (infecciones sucesivas) o superinfeccio-
nes (infecciones simultaneas) por 2 subtipos diferentes. Cuando esto
ocurre se generan variantes hibridas de los 2 subtipos que se llaman
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formas recombinantes (CRF). En el momento actual hay 47 CRF des-
critas, pero éstas estdn en constante aumento (www.hiv.lanl. gov/
content/sequence/hiv/CRFs/CRFs.html), lo que contribuira a compli-
car mas el sistema de clasificacion de este virus.

Otros subtipos, el A, C, D y E, se encuentran frecuentemente en
Africay Asia“ Los grupos N y O son poco habituales y, principalmen-
te, se encuentran en pacientes originarios de Africa ecuatorial.

Dindmica de replicacion viral del VIH-1

El genoma del VIH esta formado por una cadena Gnica de ADN
de polaridad positiva que mide aproximadamente 9,8 Kb y consta de
3 genes esenciales: gag, pol y env. Cuando infecta una célula humana
(CD4+), el ARN es inmediatamente transcrito por la accién de una
ADN-polimerasa-ARN dependiente, comtinmente conocida como re-
trotranscriptasa, generandose un ADN de doble hebra que atraviesa
la membrana nuclear y que por la accion de otra enzima viral, la in-
tegrasa, se integra de manera crénica en el genoma humano. Sin em-
bargo, este proceso sélo ocurre en el 1% de las células. En alrededor
del 99%, 1a produccién viral se mantiene por ciclos de infeccién de los
linfocitos, produccién viral y muerte con una cinética de recambio
muy rapida. Se calcula que la semivida de una particula viral en plas-
ma es de aproximadamente 6 h, el de una célula infectada de 1 diay
el de un ciclo de generacién completo de 2,6 dias. Este ciclo biolégico
fue descrito por Perelson et al en 1996°. Este 1% de las células que
“escapan” a ese ciclo se acantona en los llamados santuarios del vi-
rus, de los que parece imposible erradicarlo®. Esta cinética viral y el
hecho de que la transcriptasa inversa introduce errores de trascrip-
cién que producen mutaciones, origina que el virus se encuentre en
el organismo como un conjunto de poblaciones genéticamente dis-
tintas relacionadas entre si y con una poblacién predominante. Esto
se denomina cuasiespecies y es un mecanismo que favorece la varia-
bilidad del virus permitiéndole evolucionar rapidamente como res-
puesta a presiones selectivas, bien del sistema inmunitario o por el
tratamiento antirretroviral.

En la infeccion por el VIH-1 se pueden diferenciar 3 periodos:

1. Primoinfeccién o fase aguda. Etapa inicial en la que los valores de
viremia son muy altos. Estos valores de virus en sangre aparecen
aproximadamente después de 2 semanas desde la practica de riesgo
(sexual o parenteral), dura aproximadamente 3 0 4 semanas y en esta
etapa se produce la diseminacién del virus a 6rganos linfoides (san-
tuarios).

2. Infeccién crénica o asintomdtica. Periodo en el que la fuerte res-
puesta inmunolégica contra el virus (fase de seroconversion) reduce
los valores de virus en sangre por debajo de los limites de deteccién
de las plataformas actualmente aprobadas para su diagnéstico. Du-
rante este periodo se establece una competicion entre el virus y el
sistema inmune del huésped: el virus genera continuamente nuevas
variantes virales para escapar de la accién del sistema inmune (fené-
meno de escape) y puede durar hasta 10 afios. Por este motivo, la
cuantificacién viral no debe ser considerada como una prueba diag-
néstica (salvo situaciones excepcionales). La deteccién de anticuer-
pos contra el VIH-1 es la primera prueba que se debe utilizar para
hacer el diagnéstico de infeccién por el VIH.

3. Aparicién de sida. Con cifras de CD4+ < 200/ul, sintomas genera-
lizados e infecciones oportunistas graves.

Indicaciones de la determinacion de la carga viral del VIH-1
La cuantificacién del ARN del VIH-1 es un reflejo de la replicacién
viral activa y es esencial en algunas situaciones clinicas de la infec-

cién por este virus. Las indicaciones principales son las siguientes:

- La carga viral es un marcador predictivo del tiempo de progre-
si6n a sida independientemente del niimero de linfocitos CD4+78, En

los primeros afios de conocerse el sida se considerd el recuento de las
células CD4+ como el mejor marcador pronéstico de progresion, pero
en el momento actual, el procedimiento mejor para el seguimiento
de los pacientes es el estudio de ambos marcadores, carga viral y
recuento de células CD4+°,

- La cuantificacién de la carga viral de VIH-1 debe ser realizada
antes de iniciar un tratamiento con antirretrovirales para medir la
eficacia o respuesta al tratamiento y en el caso de que se sustituya o
afiada algtin farmaco, bien por efectos secundarios o por sospecha de
fracaso.

- Hay situaciones excepcionales en las que la carga viral es muy
atil para el diagndstico o confirmaciéon de infeccién por VIH-1. Por
ejemplo, en el diagndstico de infeccién neonatal (la determinacién
de anticuerpos no es 1til) e incluso cuando se sospecha infeccién
aguda (reduce el periodo ventana).

Métodos comerciales de cuantificacion de VIH-1

Hoy en dia, la metodologia utilizada en la mayoria de los servicios
de microbiologia clinica es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) a tiempo real, que ha desbancado casi totalmente a otras téc-
nicas previas como la PCR convencional, la tecnologia NASBA (ampli-
ficacién isotérmica de acidos nucleicos), la reaccién en cadena de la
ligasa, o las tecnologias de amplificacién de sefial. Aunque la PCR
a tiempo real esta lejos de ser considerada como la técnica ideal,
tiene ventajas importantes, como una buena sensibilidad analitica
(< 40 copias/ml), gran reproducibilidad y linealidad, rango dinamico
y, sobre todo, es capaz de cuantificar los diversos tipos y subtipos de
VIH, no solamente el VIH-1 subtipo B. Este aspecto epidemioldgico es
muy importante y es una de las principales preocupaciones de las
compafiias comerciales a la hora de desarrollar sus técnicas.

En este momento hay en el mercado 4 empresas farmacéuticas
(Roche, Abbott, BioMerieux y Siemens) con plataformas aprobadas
por la Food and Drug Administration (FDA) y/o marcado CE para
cuantificar el VIH a partir de muestras de plasma. Algunas de estas
compaiiias tienen mas de una version actualmente en el mercado,
basadas en tecnologias diferentes (tabla 1):

- Roche Molecular Inc. dispone de: a) Cobas Amplicor HIV-1 Mo-
nitor, que consiste en una PCR convencional bien estandarizada y
ampliamente generalizada'’. Fue la primera compafiia que puso en el
mercado un sistema de cuantificacion viral cuyo umbral de deteccién
de 400 copias/ml resulté ser insuficiente como factor pronédstico del
fracaso del tratamiento antiviral®; b) Cobas Ampliprep Tagman HIV-1
v2.0, que es una PCR a tiempo real con extraccién automdtica que
consigue cuantificar adecuadamente el VIH-1 grupo O que no podia
ser detectado por la versién anterior’?, Cobas Ampliprep Tagman HIV
v2.0 tiene el limite de deteccién mas bajo entre todas las técnicas
comercializadas (< 20 copias/ml).

- Abbott Molecular dispone de: a) LCx, Gnica plataforma no per-
teneciente a la tecnologia de PCR en tiempo real que pudo cuantificar
el grupo O. No ha sido aprobada por la FDA y tiene poca entrada en
los mercados; b) RealTime HIV-1 (en un consorcio de Applied Biosys-
tems) detecta los grupos Oy N, y es la inica que ha podido demostrar
su capacidad para detectar el recientemente descrito grupo P. El limi-
te de deteccién es de < 40 copias/ml.

- Siemens Medical Solution dispone de: a) Versant HIV-1 RNA 3.0,
una técnica de amplificacién de sefial (branched DNA)™. Probable-
mente es la técnica mas robusta, pues no requiere amplificacién de
ADN. Ha mostrado siempre los mejores coeficientes de variacion. Sin
embargo, nunca fue aprobada por la FDA; b) hay otra versién de esta
técnica que consiste en una PCR a tiempo real, Versant HIV-1 RNA 1.0
(kPCR) que aporta las ventajas de la deteccién del VIH-1 grupo O pero
no detecta el grupo N. El limite de deteccion es de 35 copias/ml.

- BioMeérieux dispone de: a) Nuclisens HIV-1 QT, ensayo de tecno-
logia NASBA™. Se han publicado varios trabajos sobre problemas de
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Tabla 1

Métodos comerciales de cuantificacién del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)

. . . Fecha de Volumen Método de Rango Diana de Extraccion Detecci6n del
Método Firma comercial e . e o N L s
comercializaciéon requerido amplificacion dinamico deteccion automatica  VIH-1 grupo O
Primera generacién de plataformas para la cuantificacién viral del VIH-1
Cobas Amplicor HIV-1 Roche 1996 (convencional) 200 pl RT-PCR 400-7.510° gag Si No
monitor
1999 (ultrasensible) 500 pl RT-PCR 50-1 x 10° gag Si No
Nuclisens HIV-1 QT BioMérieux 2001 1.000 pl NASBA 176-3,4 x 10° gag Si No
LCx HIV-1 Abbott 20012 1.000 pl RT-PCR 50-1x 10°  pol (integrasa) No Si
Versant HIV-1 RNA 3.0 Siemens 2002 1.000 pl b-DNA 50-5 x 10° pol No No
Segunda generacién de plataformas para la cuantificacion viral del VIH-1
Cobas Ampliprep TagMan Roche 2008 1.000 nl® PCR tiempo real ~ 20-1 x 107 gagy LTR Si Si
HIV-1v2.0
RealTime HIV-1 Abbott 2007 1.000 pl© PCR tiempo real ~ 40-1,1 x 107 Pol (region Si Si
integrasa)
Versant HIV-1 RNA 1.0 Siemens 20082 650 nl PCR tiempo real ~ 35-1,1 x 107 Pol (region Si Si
(KPCR) integrasa)
Nuclisens EasyQ HIV-1 BioMerieux 2009* 1.000 pl PCR tiempo real ~ 24-1 x 10° gag Si No
v1.24

*No aprobados por la Food and Drug Administration (FDA).
5850 pl sin volumen muerto.
<Similares resultados obtenidos con 600 pl.

9No aprobado por la FDA. Hay una versién previa aprobada en 2007 por la FDA con un limite de deteccién de 40 copias/ml. Recientemente, una nueva versién v2.0 ha obtenido el

marcaje CE como tnica plataforma para la cuantificacion viral en muestras de sangre seca.

subcuantificacién con algunos subtipos (F) y formas recombinantes
(CRF12 BF), y b) una version de PCR a tiempo real ha sido aprobada
en 2009 para la cuantificacién viral en muestras de dried plasma spots
(DPS).

Estudios comparativos entre las diferentes plataformas de PCR en
tiempo real han mostrado resultados comparables para la deteccién
del VIH grupo M, aunque puede haber algunas diferencias en la de-
teccion de las formas recombinantes circulantes'. En cuanto al resto
de técnicas (no-PCR en tiempo real), diversos estudios publicados
demuestran que los resultados son también comparables con escasas
diferencias. En la mayoria de los estudios comparativos realizados, la
tasa de correlacién entre las técnicas utilizadas para cuantificar el
ARN del VIH-1 era del 90%'¢-'8, A pesar de esto, en el seguimiento de
los pacientes es conveniente utilizar siempre la misma técnica a lo
largo del tratamiento y, sobre todo, si se cambia de técnica hay que
asegurarse de obtener una cuantificaciéon basal del ARN VIH-1 nueva
obtenida con la técnica que se va a utilizar en el futuro.

Recogida y manejo de muestras

La muestra adecuada para todas las técnicas comerciales citadas
anteriormente es el plasma. EI NASBA, debido a su método de extrac-
cién, permite utilizar, ademas de plasma, otras muestras bioldgicas
variadas como liquido cefalorraquideo, sangre, semen o secreciones
cervicales®™.

El anticoagulante ideal es el EDTA debido a que el virus es mas
estable en éste que cuando se utiliza como anticoagulante citrato de
dextrosa. También es importante considerar que en la muestra de
sangre con citrato de dextrosa el resultado puede ser mds bajo por la
dilucién del volumen del anticoagulante afiadido. La sangre con he-
parina no se debe utilizar nunca, excepto para el NASBA, porque esta
descrito que interfiere con algunos de los reactivos utilizados en las
técnicas.

Un aspecto critico en el manejo de las muestras es que se debe
separar el plasma antes de las 6 h de la extraccion de la sangre para
asi minimizar el riesgo de la degradacion del ARN y, por lo tanto, para
evitar la obtencién de resultados inferiores a los reales. La muestra se

debe conservar a -20 ¢C hasta su estudio, aunque el ARN viral es es-
table varios dias en el plasma refrigerado a 4° C.

El volumen de plasma requerido para cada técnica varia entre 200
y 1.000 pl (tabla 1).

Interpretacion y rango lineal

Para la interpretacion de los resultados de cuantificacion de ARN
de VIH-1 se debe considerar la variabilidad intraensayo de la técnica
que se esta utilizando y la variabilidad debida a aspectos biolégicos.
En diversos estudios comparativos se ha confirmado que la variabili-
dad intraensayo es muy baja con la mayoria de las técnicas mencio-
nadas, aproximadamente entre 0,1 y 0,2 log,,"-'*. En general se con-
sidera que hay un cambio significativo cuando los valores medidos se
diferencian en mas de 0,5 log,,. Hay mayor variabilidad intraensayo
cuanto mas se acerca el resultado al limite inferior del rango lineal.

En cuanto a los aspectos biolégicos a considerar en la cuantifica-
cién de la carga viral, hay que tener en cuenta que, en general, en los
pacientes estables clinicamente que no han iniciado el tratamiento
con antirretrovirales o en los que no hay cambios en la administra-
cién de éstos, los valores de ARN del VIH-1 son estables.

Algunas infecciones, especialmente la causada por el virus del
herpes simple o la administracién de vacunas (gripe, tétanos o neu-
mococo), pueden ocasionar un ascenso transitorio del ARN del VHI-1,
pero regresa a valores basales antes de 1 mes?*?'. Por todo esto, pe-
quefios cambios en la cuantificacién no deben ser interpretados
como cambios relevantes o significativos para adoptar decisiones cli-
nicas. Por otra parte, también hay que tener en cuenta que un resul-
tado de carga viral indetectable no significa que el virus haya desapa-
recido del paciente, sino que no se detecta en sangre. No se valora el
ADN proviral de VIH-1 integrado en los linfocitos o en otros tejidos
del organismo que actian como reservorios?.

Otros aspectos practicos
La mayoria de las técnicas comerciales se han desarrollado y eva-

luado para el estudio de muestras que contienen el VIH-1 subtipo B.
Para el resto de los subtipos no-B, los resultados de cuantificacion del
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VIH-1 pueden variar ligeramente, aunque estas discrepancias proba-
blemente sean también debidas al grado de diversidad genémica
dentro del subtipo.

Las técnicas comerciales mencionadas anteriormente no se pue-
den utilizar en paises en vias de desarrollo por varias razones, la
principal por motivos econédmicos. Seria conveniente desarrollar mé-
todos adecuados a estas caracteristicas o implantar recogida de las
muestras en sistemas como los dried plasma spots o los dried blood
spots. Ambos constituyen un soporte adecuado para el transporte de
la muestra de sangre a laboratorios que cuenten con una infraestruc-
tura adecuada. Este es un aspecto a desarrollar en el futuro por el
aumento de pacientes con acceso a terapia antirretroviral en los pai-
ses subdesarrollados.
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