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Motivatia studiului

Infectia HIV beneficiaza de tratament etiologic
(antiretroviral, TARV) care asigura intarzierea
progresiei clincie a bolii si profilaxia transmiterii
materno-fetale si orizontale a virusului;

Succesul clinic al TARV este dependent de momentul
initierii si controlul eficient al replicarii virale prin
TARV; in acest sens exista recomandari internationale
care se bazeaza pe evaluarea periodica a nivelului
incarcarii virale HIV (VL-HIV), alaturi de evaluarea
clinica si cea imunologica

De corectitudinea evaluarii VL-HIV depinde
succesul clinic al TARV



Premize virusologice
HIV este un virus cu variabilitate genetica deosebit de

mare; distributie geografica: in tarile dezvoltate - subtip
B, in tarile subdezvoltate – subtipuri non-B

Primele instrumente de evaluare a VL-HIV au fost
bazate pe tehnica PCR (end point), si au fost
construite pe modelul molecular al HIV subtip B

Tinta preferata pentru design-ul molecular al testelor
pentru VL-HIV = gena gag, foarte bine conservata



Premize clinico-epidemiologice

Infectia HIV, tratata sau chiar si netratata, poate evolua
pe durata mai multor zeci de ani

HIV poate dezvolta rezistenta la TARV  switch al
schemei la un anume nivel VL-HIV

Circulatia internationala a subtipurilor HIV determina
aparitia de variante recombinante



Metode de evaluare a VL-HIV (1)

RT-PCR clasic (end point)/ NASBA/rt RT-PCR
Tehnologii de extractie manuala / automatizata
 Non-IVD (in house, RUO)   /   IVD

Avantaje  Dezavantaje
Sensibilitate (sub 50 cp/mL) costuri, contam. (?), false failure
Linearitate mare (≥7 log) costuri
Alte performante tehnologice costuri, service
Calificare + timp personal lab. costuri, service
Acceptarea internationala variabilitatea genetica



Metode de evaluare a VL-HIV (2)
 Discordante intre metodele IVD

AMPLICOR (CA) vs. NASBA

Concluzia autorilor: NASBA subevalueaza fata de CA pentru subtipul A

NOTA: CA = metoda standard pentru studiile clinice pentru timp indelungat

Nici un test pe subtip F in aceasta analiza



Metode de evaluare a VL-HIV (3)
 Discordante intre metodele IVD

COBAS AMPLICOR (CA) vs. COBAS TAQMAN (CTM) v1

34 pacienti, B si non- B; un singur pacient cu subtip F, diferenta 1 log, detectabile

Duiculescu et al., Iasi 2008 – 9 cazuri Romania, diferenta 2.27±0.95 log cp/mL;
un caz (pacient naiv) cu 5.69 log cp/mL in CA si ND in CTM v1



Metode de evaluare a VL-HIV (4)
 Discordante intre metodele IVD



Metode de evaluare a VL-HIV (5)
 Discordante intre metodele IVD



Metode de evaluare a VL-HIV (6)
 Discordante intre metodele IVD

Concluziile autorilor:

1. CAP-CTM v1 subevalueaza VL-HIV cu ÷0.32 log fata de CA (10% ≥0.71 log)

2. 8/19 (42%) din subevaluarile ≥0.93 log ale CAP-CTM v1 sunt la subtip B

3. CAP-CTM v2 nu subevalueaza comparativ cu CA (diferenta ÷ 0.08 log)



Obiectivul studiului

Evaluarea CTM v1 vs. CAP-CTM v2
a plasmelor de la pacienti infectati cu
HIV-1 subtip F1



Pacienti, materiale si metode

Pacienti:
•71 adulti infectati HIV-1, 86 plasme (Spital Babes: 2005-2010)
•18 dintre ei au test genotipic de rezistenta la TARV
•subtipare fasta pe fragmentele de gena pol secventiate (REGA
subtyping tool, www.hivdb.Stanford.edu  si www.bioafrica.net);
genotip F1 (nu am avut cazuri non-F1 disponibile)

Evaluarea incarcarii virale:
•Cobas TaqMan HIV-1 cu extractie manuala (HPS) = CTM v1
LLOD = 47 cp/mL; linearitate  10E7 cp/mL; 0.5 mL/test
•Cobas TaqMan HIV-1 v2 cu extractie automata = CAP-CTM v2
LLOD = 20 cp/mL; linearitate  10E7 cp/mL; 1 mL/test
design molecular nou al testului, cu doua perechi de primeri si sonde



Rezultate (1)
86 testari CTM v1 vs. CAP-CTM v2
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Rezultate (2)
 86 testari CTM v1 vs. CAP-CTM v2
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Rezultate (3)
subtip F1 in selectia de plasme detectabile
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Rezultate (4)
discordante CAP-CTM v2 – CTM v1

23 din 86 (26,7%) testari comparative (selectie!)
au avut o diferenta > 0,5 log cp/mL

18 (20,9%) au avut diferenta > 1,0 log cp/mL.

In 7 cazuri valoarea diferentei a fost negativa
dar < 0,5 log cp/mL ca valoare absoluta



Concluzii
CAP-CTM v2 produce valori similare sau mai mari
comparativ cu CTM v1 pentru evaluarea VL-HIV subtip
F1 (~CTM v1 subevalueaza in cel putin ¼ cazuri).

Un total de 15 (17%) din cazurile comparate (!) au avut o
subevaluare a VL-HIV prin CTM v1 fata de CAP-CTM v2
cu potential de a influenta decizia clinca.

Subevaluarile CTM v1 fata de CAP-CTM v2 pot fi puse
pe seama design-lui molecular al testului si/sau a
erorilor de operare in procedura de extractie manuala a
ARN.
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