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En este trabajo se presenta el desarrollo de un método diagndstico para la deteccion del ADN de VIH-1 y
evaluacion de la performance para su uso como herramienta diagnéstica en individuos de la region. El método se
basa en purificacion del ADN genémico de células mononucleares de sangre periférica mediante lisis diferencial,
amplificacion por PCR y deteccién de amplicones mediante hibridizacion liquida y revelado colorimétrico.

El método presenta excelente performance, es de facil manipulacion, estable y no requiere instrumental ni labora-
torios de alta complejidad. Su aplicacion resultaria relevante como marcador de remisién cuando se disponga de

terapias que efectivamente erradiquen la infeccion.

Introduccion

Z a determinacién del ADN del
VIH-1 es de gran utilidad en

% el diagnéstico temprano e in-
equivoco de la infeccién, en la detec-
cién precoz de la transmisién vertical y
permite tomar las decisiones terapéuti-
cas correspondientes. La deteccién di-
recta de secuencias de ADN del VIH-1
presenta alta sensibilidad y especificidad,
es rapida y no requiere laboratorios de
alta complejidad. Ademas, la determi-
nacién del provirus podrfa convertirse en
el ensayo de eleccién en la evaluacién
de nuevas drogas antivirales, que pue-
dan erradicar las células cronicamente
infectadas que constituyen uno de los
reservorios mas importantes del virus.

Sin embargo, resulta imperiosa la nece-
sidad de estandarizacién de las pruebas
moleculares del ADN del VIH-1 vy la
validacidén de su performance con mues-
tras de la regién donde el método sera
utilizado como herramienta diagndstica
de esta infeccién.

Materiales y Métodos

Fundamentos del método

Amplificacién por PCR de un fragmen-
to altamente conservado del gen gag de
VIH-1, con posterior hibridizacién liqui-
da de los productos amplificados a una
sonda marcada con peroxidasa. El hibri-
do es luego detectado colorimétrica-
mente en microplaca con formato ELISA

(Figura 1). El método incluye controles
plasmidicos para la validacién de cada
ensayo.

Muestras clinicas

Se evaluaron 648 muestras (357 infec-
tadasy 291 no infectadas por VIH-1) re-
presentativas de diferentes poblaciones
como adultos de bajo y alto riesgo para
la infeccién, embarazadas, dadores de
sangre, homosexuales, trabajadoras
sexuales, individuos heterosexuales con
parejas maltiples, drogadictos endoveno-
sos, hemodializados, nifios menores a 18
meses hijos de madres infectadas por
VIH-1, individuos con coinfeccién (VIH/
VHCy VIH/VHB) ¢ individuos con otras
patologfas infecciosas y no infecciosas.
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Resultados

Evaluacién de la performance
del método desarrollado

* Valor de corte o cut off:

Fue determinado empiricamente de for-
ma tal que permita discriminar las mues-
tras infectadas de las no infectadas por
VIH-1 en forma correcta (Figura 2). Se
definid como:

Cutoff = D.O.del CN + 0,200

Dicho valor fue luego verificado con los
estudios de performance realizados y me-
diante la construccién de la curva ROC
correspondiente (Figura 3).
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Captura y deteccion colorimétrica

® Sensibilidad Analitica:

Se utilizaron diluciones seriadas del plas-
mido pHIVgag, estimandose un limite de
deteccién para el método correspondien-
te a 9 copias ADN/reaccion (Figura 4).

® Sensibilidad Clinica y
Especificidad Total:

Se calcularon con el programa Epidat 3.0
a partir de la evaluacién de 600 mues-
tras clinicas (354 infectadas y 246 no in-
fectadas por VIH-1). Se obtuvo una sen-
sibilidad clinica de 98,87% [IC (95%):
98,72-99,02] y una especificidad total de
98,78% [IC (95%): 98,57-98,99] (Figura
5,pag. 4).

Elensayo no presentd problemas para el
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Hibridizacién liquida

Deteccion

Lectura (D.0O. 450/630 nm)

diagndstico diferencial de 35 muestras
VIH-1 negativas con otras patologfas in-
fecciosas y no infecciosas. Tampoco se
observé interferencia endégena con
metabolitos como bilirrubina, triglicéri-
dos y hemoglobina, estudiados en con-
centraciones patoldgicas.

* Otros parametros de performance
evaluados:

El Indice de Youden (IJ) dio un valor de
0,98 reflejando las bajas tasas de falsos
positivos presentada por el método diag-
néstico en evaluacion. Las Razones de
Verosimilitud Positiva y Negativa fueron
respectivamente 81,07 [IC (95%): 80,52-
81,63]1y0,01 [IC (95%):0,01-0,01] (Figu-
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Figura 2

D.O. ,

Valor de Corte o Cut off

Clasificacion de las distintas muestras

ra 5, pag. 4), indicando que el método fa-
vorece tanto la deteccién de muestras in-
fectadas como no infectadas por VIH-1,
por lo que presentd significacidn clinica.

* Analisis ROC:

Se construyd la curva utilizando el pro-
grama SPSS 11.5 (Figura 3), la cual
muestra el espectro completo de la per-
formance del método, indicando la gran
exactitud diagndstica del mismo. En
base a los resultados generados por el
programa, se obtuvo que cuando el va-
lor de la constante que interviene en la
térmula del Cut off, estd comprendido
entre 0,170y 0,206, la sensibilidad y es-
pecificidad del método toman sus maxi-
mos valores, lo que permite verificar que
el valor elegido empfricamente de 0,200
es adecuado.

Figura3
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® Diagrama de dispersién:

Se construyé utilizando el programa
Microsoft Excel 2002, representando los
valores de D.O. obtenidos con el méto-
do al analizar las muestras infectadas y
no infectadas por VIH-1 (Figura 6, pag.
4). El mismo permite observar que el va-
lor de 0,200 elegido para el célculo del
Cut off, es adecuado desde el punto de
vista analitico.

* Valores Predictivos:

Se calcularon utilizando el Teorema de
Bayes teniendo en cuenta la prevalen-
cia de la enfermedad en la poblacién
donde se aplicara el método. El Valor
Predictivo Positivo (VPP) fue de 36,4%
[IC (95%): 31,4-41,4] y el Valor Predic-
tivo Negativo (VPN) fue de 99,9% [IC
(95%): 99,5-100,3].

* Reproducibilidad:

El coeficiente de variacién (CV) inter-
ensayo del método en evaluacién fue
9,3% para 12,5 copias ADN/reaccién
(cercano al Limite de Deteccién).

Conclusiones

El método desarrollado para la detec-
cién de secuencias de ADN de VIH-1
en células mononucleares de sangre pe-
riférica, resulté dtil para el diagndstico
de la infeccién por este virus en las dife-
rentes poblaciones analizadas, presen-
tando pardmetros aceptables que carac-
terizan su validez, seguridad y precisién.
Es un método de bajo costo para su im-
plementacién en la rutina del laborato-
rio microbiolégico, que no requiere ins-
trumental costoso y es de facil operati-
vidad. El desarrollo de herramientas
diagndsticas con tecnologia local, asegu-
ra la disponibilidad continua de produc-
tos biotecnoldgicos, evitando ademas el
uso de técnicas caseras que carecen de
la suficiente estandarizacién y valida-
cion.
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Figura 4
Diluciones del N° copias de Resultado al aplicar el
pHIVgag ADN/reaccion métido diagnéstico

10 Ox10° P (>3,000 - >3,000/0,215)
107 9x10* P (>3,000 - >3,000/0,215)
10 9090 P (2,605-2,783/0,215)
10° 909 P (1,238-1,611/0,215)
101 0 P (0,729-0,560/0,215)
ot 9 P (0,268 -0,382/0,215)
101 09 N (0,005-0,005/0,215)
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(B Pruebas diagndsticas simples

Origen de datos y resultados

Figura 5

gRuEines Nivel de confianza (%) T
Prueba de referencia
& Datos tabulados _
Positivo Negatio | Total
Prueba Positivo 350 3 ] 353
diagndstica : pen
€ Valores predictivos P 4 243l 2
Total | 54 || T B
Nivel de confianza: 95,0% e
Prueba de referencia j
Prueba diagnéstica Enfermos Sanos Total
Positivo 350 3 353
Negativo 4 243 247
Total 354 246 600 P}
A
Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 98,87 98,72 99,02
Especificidad (%) 98,78 98,57 98,99
Indice de Validez (%) 95,83 98,74 98,92
Valor predictivo + (%) 99,15 99,00 99,30 :
Valor predictivo - (%) 98,38 98,17 98,59
Prevalencia (%) 59,00 58,89 59,11
Indice de Youden 0,98 0,98 0,98
Razbon de verosimilitud + 81,07 80,52 81,63
Razon de verosimilicud - 0,01 0,01 0,01
v
Figura 6

Muestras Negativas

Muestras Positivas
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Agenda de Congresos

Argentina

v" 11 Jornadas de Medicina
Transfusional
de la Region de Salto Grande
Concordia, Entre Rios
9 y 10 de Noviembre de 2007
Organiza / Informes

ACOPRECAA
acopreca@gmail.com

v I° Congreso Bioquimico del
Sudeste Bonaerense
Hotel Sheraton

Mar del Plata,

22 al 24 de Noviembre de 2007
Organiza / Informes
Centro de Bioquimicos IX Distrito
Tel +54 223 492-0318 / 0319
www.bioquimicos2007mdp.com.ar
cenbio@speedy.com.ar

Panama

v" XVIII Congreso Latinoameri-
cano de Bioquimica Clinica
IX Congreso del Colegio Nacional
de Laboratoristas (CONALAC)
IV Congreso de Estudiantes de
Tecnologia Médica de
la Universidad de Panama
(CICETMUP)

Panama, 28-30 de Noviembre y
1 de Diciembre de 2007

Organiza / Informes
COLABIOCLI

www.colabiocli.org

Chile

v" VI Jornadas Sociedad Médica
Laboratorio Clinico
Hotel Radisson Santiago
Santiago, 30 de Noviembre de 2007

Organiza / Informes
Sociedad Médica Laboratorio

Clinico y ADIAG AG
www.adiag.cl




