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Introduccion. Las metas globales para controlar la epidemia de HIV contemplan que la carga viral
sea indetectable en 90 % de las personas en tratamiento. El costo de la medicién de la carga viral en
lotes de muestras puede reducirse y, asi, aumentar la cobertura cuando los recursos son limitados; sin
embargo, su eficacia disminuye al aumentar la prevalencia del fracaso del tratamiento antirretroviral.
Objetivo. Evaluar estrategias para disminuir la proporcion de pacientes con fracaso del tratamiento anti-
rretroviral en los lotes de muestras y, de esta manera, aumentar el ahorro en las pruebas de carga viral.
Materiales y métodos. Las estrategias evaluadas fueron: a) la organizacion de los lotes de muestras
segun el esquema de tratamiento antirretroviral, y b) la exclusion de aquellos pacientes con antecedente
reciente de fracaso del tratamiento antirretroviral, aquellos con menos de 12 meses de tratamiento
antirretroviral y aquellos sin tratamiento antirretroviral previo. Los resultados de los lotes se compararon
con los resultados individuales.

Resultados. El valor diagndstico negativo fue similar para los pacientes con esquema de primera linea
(100,0 %; IC,,,, 99,5-100,0) o de segunda linea de tratamiento (99,4 %; ICyy, 96,9-99,9). La incidencia
del fracaso del tratamiento antirretroviral fue menor en los pacientes con tratamiento de primera linea
(p<0,01), lo cual permiti6 un mayor ahorro en las pruebas de laboratorio en este grupo (74,0 %; IC__,
71,0-76,7) que en los pacientes con tratamiento de segunda linea (50,9 %; IC,,,, 44,4-57,3) (p<0,01).
Conclusién. La seleccion de las muestras que se incluyeron en los lotes para determinar la carga
viral del HIV segun el tipo de esquema de tratamiento, permiti6 maximizar el porcentaje de ahorro en
pruebas de laboratorio.
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Optimizing resources to reduce costs to determine HIV viral load in limited resources settings

Introduction: HIV viral load testing is a key factor to evaluate the accomplishment of the UNAIDS
target of 90% of viral suppression among people receiving antiretroviral therapy. Pooled samples are
a potentially accurate and economic approach in resource-constrained settings, but efficiency can be
negatively affected by high prevalence rates of virological failure.

Objective: Strategies were assessed to increase the relative efficiency of pooled HIV viral load testing
in resource-constrained settings.

Materials and methods: We evaluated two strategies: a) plasma samples were not included in pools
if patients had <12 months on antiretroviral therapy, patients had previous viral load >1,000 copies/
ml, or were antiretroviral therapy naive patients, and b) plasma pools were organized separately for
first and second-line antiretroviral therapy regimens. Individual viral load tests were used to compare
pooled results.

Results: Negative predictive values were similar for patients on first (100.0%; 95% CI 99.5 to 100.0)
and second-line antiretroviral therapy regimens (99.4%; 95% CI 96.9 to 99.9). However, the incidence
of virological failure among individuals on first-line antiretroviral therapy was lower than second-line
antiretroviral therapypatients (p <0.01), resulting in greater savings in laboratory tests in patients on
first-line antiretroviral therapy (74.0%; 95% CI 71.0 to 76.7) compared with the group of patients on
second-line antiretroviral therapy (50.9%; 95% CI 44.4 to 57.3) (p<0.01).
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Conclusion: Selecting the samples to be included in the pools and selecting the pools according to
ART regimens are criteria that could lead to decreased spending on laboratory tests for HIV viral load

determination in resource-constrained settings.
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La medicion de la carga viral plasmatica del virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV) es la herra-
mienta empleada para evaluar la efectividad del
tratamiento antirretroviral, el cual busca suprimir
la replicacion del virus (1). Una prueba de labora-
torio cominmente usada para determinar la carga
viral es la cuantificacion del ARN plasmatico del
HIV mediante la transcripcién inversa del genoma
viral y, posteriormente, la reaccién en cadena de
la polimerasa (reverse transcription Polymerase
Chain Reaction, rt-PCR) en tiempo real. Se con-
sidera que ha habido fracaso del tratamiento
antirretroviral cuando no es efectivo para suprimir
la replicacion viral, lo cual se establece cuando, en
dos ocasiones y con un mes de diferencia como
minimo, la carga viral es mayor de 1.000 copias de
ARN por ml de plasma (1).

La carga viral es, entonces, un estandar de la aten-
cion en salud que reciben los pacientes infectados
con HIV. Es mas, las nuevas metas de control de
la epidemia de HIV para el afio 2020, propuestas
por el Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre el HIV/sida (ONUSIDA), contemplan que la
carga viral debe ser indetectable en el 90 % de las
personas con tratamiento antirretroviral (2). Sin
embargo, en los paises en desarrollo, el acceso
a esta prueba de laboratorio puede dificultarse
debido a su costo (3). Tal es el caso de Guatemala,
en donde se ha estimado que los pacientes son
sometidos a la prueba de carga viral 1,2 veces al
afo, en lugar de las dos mediciones recomendadas
por el protocolo nacional (4).

La medicién de la carga viral de HIV mediante el
analisis de las muestras plasméticas en lotes, se
considera una estrategia que reduce los costos
relacionados con el control de la efectividad del
tratamiento antirretroviral (5,6). Sin embargo, la
eficacia de esta estrategia disminuye cuando
aumenta la prevalencia de fracaso del tratamiento
antirretroviral en la poblacion (7).
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El objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad
de la estrategia de analizar lotes de muestras orga-
nizadas en una matriz para medir la carga viral de
HIV después de excluir las muestras de pacientes
con antecedente reciente de fracaso del tratamiento
antirretroviral, aquellos con menos de 12 meses
de estar recibiendo tratamiento antirretroviral y los
gue no lo habian recibido previamente. Ademas, se
organizaron lotes de muestras segun el esquema
de tratamiento antirretroviral, asumiendo que, de
tener una prevalencia de fracaso del tratamiento
antirretroviral diferente segun el esquema de trata-
miento, la eficiencia de la estrategia se diferen-
ciaria igualmente.

Materiales y métodos

Se obtuvo la aprobacion del Comité de Etica del
Hospital Roosevelt para hacer el estudio en indi-
viduos mayores de 18 afios en este centro, que
atiende a la cohorte mas grande de pacientes con
HIV bajo tratamiento antirretroviral en Guatemala.

En este estudio no se solicitd el consentimiento
informado de los pacientes, ya que las pruebas
de carga viral son un servicio que se ofrece regu-
larmente en Guatemala a los pacientes con HIV, y
la comparacién de las metodologias de laboratorio
se hizo con muestras sin identificacién personal
de los pacientes. A los pacientes se les entregd
el resultado de la carga viral determinado por la
medicion individual de cada muestra de plasma.

Seleccién de las muestras

Se incluyeron solamente aquellos pacientes que
habian recibido el tratamiento antirretroviral, por
lo menos, durante 12 meses, para contar con, al
menos, una carga viral previa, lo cual fue uno de
los criterios de inclusion.

Con el propésito de optimizar la eficacia de la estra-
tegia de determinacion de la carga viral por lotes
de muestras, se excluyé a los pacientes con ante-
cedente reciente de fracaso del tratamiento anti-
rretroviral; estos pacientes se detectaron mediante
la revision de la base de datos de registro de los
resultados de carga viral, usando como criterio
de exclusion un dltimo resultado de carga viral de
ARN mayor de 1.000 copias/ml.
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Las muestras se recolectaron de manera con-
secutiva, con el fin de simular el flujo de trabajo
de la clinica. Se seleccionaron 800 muestras de
pacientes tratados con el esquema de tratamiento
antirretroviral de primera linea (dos inhibidores
nucledsidos de la transcriptasa inversa y un inhi-
bidor no nucledsido de la transcriptasa inversa)
y 198 tratados con el esquema de segunda linea
(dos inhibidores nucletsidos de la transcriptasa
inversa y un inhibidor de la proteasa).

Las 998 muestras representaron el 33 % de la
cohorte de pacientes en tratamiento en la clinica.
El tamafio de la muestra de cada grupo (primera
lineay segunda linea) correspondi6 a la proporcién
de pacientes que recibia cada tipo de tratamiento.

Tomay manejo de las muestras

Se extrajeron 5 ml de sangre venosa en un tubo con
anticoagulante con EDTA,; la muestra se centrifugo
a 20 °C durante 20 minutos a 568g antes de que
se cumplieran seis horas de haberla tomado. Se
separ0 el plasma y se almacené a -20 °C hasta el
momento de ser analizado.

Organizacién de las muestras en lotes

Se usoO la estrategia de analizar las muestras en
lotes, es decir, muestras mezcladas en cantidades
iguales y analizadas como una unidad. Los lotes
se organizaron, se analizaron y se interpretaron
mediante la estrategia de matriz descrita previa-
mente (7), es decir, por columnas y filas, de manera
gue cada muestra quedo incluida en dos lotes, uno
correspondiente a la columna y otro a la fila.

Al encontrar lotes con resultados superiores al
punto de corte, se procesaba individualmente la
muestra que coincidia con la interseccién entre las
filas y las columnas para identificar dentro del lote
la muestra con alta carga viral (7).

Las muestras se separaron segun el esquema de
tratamiento antirretroviral que recibia el paciente.
Las de aquellos tratados con el esquema de primera
linea de antirretrovirales, se organizaron en lotes
de diez analizados luego en matrices de diez por
diez. En el caso de las muestras de pacientes que
recibian el esquema de segunda linea, estas se
analizaron en lotes de cinco muestras, organizados
en una matriz de cinco por cinco.

La disminucién del tamafio del lote de diez a cinco
muestras permitié que la estrategia de andlisis de
la carga viral por lotes se aplicara a una poblacién
pequefia de pacientes que recibian el segundo
esquema de antirretrovirales, analizando al menos
una matriz al mes.
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Con el fin de detectar las muestras con una carga
viral de ARN mayor de 1.000 copias/ml, parametro
definido como fracaso del tratamiento antirretroviral
por el protocolo de pais (1), se utilizaron como
puntos de corte los resultados de la carga viral
de ARN mayor de 100 o 200 copias/ml para los
lotes de diez y cinco muestras, respectivamente.
El punto de corte se establecié dividiendo el valor
por detectar, en este caso 1.000 copias/ml, entre el
namero de muestras que conformaban el lote, es
decir, diez o cinco.

Medicién de la carga viral de HIV

Se midi6 la carga viral de HIV por medio de rt-
PCR en tiempo real, usando la prueba COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1®, version 2,0
(Roche, Alameda, California), segun las instruc-
ciones del fabricante.

Andlisis de los datos

El desempefio de la estrategia de andlisis de
lotes de muestras organizados en una matriz, se
compard con la medicién individual de la carga
viral de HIV. El valor diagndstico negativo se estimé
usando la funciéon de evaluacién de una prueba
diagnéstica del programa OpenEpi, version 3.0.3.
La eficacia relativa se estimé como la proporcién de
ahorro del nimero de pruebas de laboratorio que
debian hacerse. Este mismo programa se usoé para
estimar la incidencia del fracaso del tratamiento
antirretroviral. Con base en el registro de las horas
requeridas para determinar la carga viral, se calculé
el porcentaje de ahorro en el tiempo empleado,
comparando las determinaciones individuales y el
andlisis por lotes de las muestras.

Resultados

De los 998 pacientes cuyas muestras se recolec-
taron, 55,8 % correspondié al sexo masculino,
42,2 % al femenino y 2,0 % a personas transgénero.
La mediana de meses de estar recibiendo el trata-
miento fue de 39 (rango intercuartilico: 24-49) y 18
(rango intercuartilico: 16-24) para los pacientes con
esquema de primera y segunda linea de tratamiento
antirretroviral, respectivamente (cuadro 1). La inci-
dencia de fracaso del tratamiento antirretroviral fue
significativamente menor (p<0,01) en los pacientes
con prescripcion de tratamiento antirretroviral de
primera linea que en quienes recibian el esquema
de segunda linea (0,9 %; IC,_, 0,4-1,8y 8,6 %; IC
5,4-13,3, respectivamente).

95% 95%

Con la estrategia de medir la carga viral en lotes
de muestras, fue factible detectar a todos los
pacientes que presentaban fracaso del tratamiento
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Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes cuyas muestras de plasma se usaron para evaluar el desempefio de la deteccion de la

carga viral de HIV en lotes de muestras

Pacientes con diferente esquema de tratamiento antirretroviral

Primera linea (n=800)

Segunda linea (n=198)

Sexo
Masculino
Femenino
Transgénero
Mediana de meses con el esquema de tratamiento
antirretroviral
Incidencia de fracaso viroldgico?

39 (RIC 24-49)

0,9 % (IC

456 (57,0 %)
328 (41,0 %)
16 (2,0 %)

101 (51,0 %)
93 (47,0 %)
4 (2,0%)
18 (RIC 16- 24)
0,4-1,8)

8,6 % (IC,., 54-13,3)

95% 95%

aFracaso virolégico: resultado de carga viral de HIV mayor de 1.000 copias/ml de plasma

RIC: rango intercuartilico 1y 3; IC: intervalo de confianza

antirretroviral, es decir que tenian una carga viral
de ARN individual mayor de 1.000 copias/ml. El
valor diagnéstico negativo fue similar usando
la estrategia de medir la carga viral en lotes de
muestras de pacientes con esquema de primera
linea (100,0 %; IC,,, 99,5-100,0) y con esquema
de segunda linea (99,4 %; IC,, 96,9-99,9). Sin
embargo, la eficacia relativa, es decir, el porcentaje
de ahorro en las pruebas de laboratorio fue mayor
en el grupo de pacientes con esquema de primera
linea (74,0 %; IC,,, 71,0-76,7) que en el grupo
de aquellos con esquema de segunda linea de
tratamiento antirretroviral (50,9 %; IC_., 44,4-57,3)
(p<0,01).

Con relacién al tiempo empleado para las deter-
minaciones de la carga viral, el ahorro de tiempo
al procesar las muestras en lotes, en comparacion
con las determinaciones individuales, fue similar
en las matrices de diez muestras y en las de cinco
(cuadro 2).

95%

Discusion

El elevado valor diagndstico negativo que se obtuvo
usando la estrategia de determinar la carga viral
de HIV en lotes de muestras, garantiza con buen
nivel de confianza, que en mas del 99 % de los
casos de pacientes que no presentan fracaso del
tratamiento antirretroviral, la carga viral sea menor
de 1.000 copias/ml.

En cuanto al porcentaje de ahorro en las pruebas
de laboratorio, el hecho de que la eficacia relativa
del esquema de primera linea de tratamiento
antirretroviral fue significativamente mayor que el
del esquema de segunda linea, se correlacioné
inversamente con la diferencia significativa encon-
trada en la incidencia del fracaso del tratamiento
antirretroviral en estos dos grupos. Esto es con-
gruente con el reporte de May, et al., quienes

Cuadro 2. Desempefio de la deteccion de carga viral de HIV
en lotes de muestras de pacientes con diferente esquema de
tratamiento antirretroviral

Indicador de Pacientes con diferente esquema de
desempefio terapia antirretroviral
Primera linea Segunda linea
(n=800) (n=198)
Valor diagnéstico 100,0 % 99,4 %
negativo (ICy,, 99,5-100,0) (IC,y,, 96,9-99,9)
Eficacia relativa® 74,0 % 50,9 %
(IC,,, 71,0-76,7)  (IC,,, 44,4-57,3)
Ahorro en tiempo 37,8% 38,2 %
(IC,,, 21,9-56,8)  (IC,,, 16,6-65,8)

aEficacia relativa: porcentaje de ahorro de pruebas de laboratorio
IC: intervalo de confianza

realizaron una simulacion computacional para eva-
luar el impacto de la prevalencia del fracaso del
tratamiento antirretroviral en la eficacia relativa
de la determinacion de la carga viral del HIV en
muestras organizadas en lotes, y concluyeron que
la eficacia de esta estrategia disminuia al aumen-
tar la proporcion de individuos con fracaso del
tratamiento antirretroviral en la poblacion (7). Es
mas, los resultados obtenidos experimentalmente
en la presente investigaciébn concuerdan con las
predicciones de May, et al., tanto para la estrategia
de la matriz de 10 x 10 como para la de 5 x 5 mues-
tras, con una incidencia de fracaso del tratamiento
antirretroviral de 0,9 y 8,6 %, respectivamente.

Segun lo sugerido por van Zyl, et al., en el disefio
de esta investigacion se hizo la revision rapida
de los registros digitales de los pacientes, con
el fin de detectar a aquellos que cumplieran con
los criterios para ser incluidos en la estrategia de
determinacion de la carga viral en lotes de mues-
tras (8). Se incluyeron Unicamente las muestras
de los pacientes mayores de 18 afios y se exclu-
yeron aquellas de quienes no estaban recibiendo
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el tratamiento; ademas, también se excluyeron las
muestras de los individuos cuyo resultado de
carga viral previo al estudio era mayor de 1.000
copias/ml. De no haberse hecho este proceso de
seleccién, la proporcion de pacientes con fracaso
del tratamiento antirretroviral hubiera sido mayor
y, por ende, la eficacia relativa habria resultado
menor, como sucedio en el estudio de Pannus, et
al., quienes incluyeron a pacientes con sospecha de
fracaso del tratamiento antirretroviral en sus lotes de
muestras (16,3 % de las muestras), o en el estudio
de Tilghman, et al., en el que se incluyeron mues-
tras de pacientes sobre quienes no habia certeza de
que estuvieran recibiendo antirretrovirales (18,0 %
de las muestras), situacién que tuvo un impacto
negativo en el porcentaje de ahorro de pruebas
de laboratorio, lo cual los llevé a recomendar que
los antecedentes de fracaso del tratamiento antirre-
troviral debian considerarse al disefiar algoritmos
para la determinacion de la carga viral de HIV por
lotes de muestras (6,9).

Este aspecto es muy importante en la implemen-
tacion y la optimizacion de esta estrategia, no solo
en cuanto a los costos, sino también en cuanto
a la operacion, ya que esto reduce el nimero de
repeticiones que deben hacerse. Por otra parte, en
un contexto de recursos limitados, la disminucién
de costos en los insumos de laboratorio necesarios
para el seguimiento de los pacientes con trata-
miento antirretroviral mediante la determinacion de
la carga viral en lotes de muestras, permitiria ampliar
las coberturas y haria factible la sostenibilidad a
largo plazo de este servicio.

Ademas, se la puede considerar como una estra-
tegia complementaria para evaluar el cumplimiento
de las metas 90-90-90 que propone ONUSIDA para
eliminar la epidemia en el 2030, especialmente,
la de alcanzar, en el 2020, cargas virales de ARN
menores de 1.000 copias/ml en el 90 % de las
personas contratamiento antirretroviral. Es mas, en
paises de recursos limitados y niveles intermedios
de resistencia del HIV a los medicamentos antirre-
trovirales previa al tratamiento, como Guatemala,
el dinero ahorrado en las pruebas para determinar
la carga viral podria emplearse para introducir ruti-
nariamente la deteccién de mutaciones puntuales
asociadas a la resistencia del HIV antes de que los
pacientes inicien su tratamiento antirretroviral (10).
La medicién de la resistencia previa al tratamiento
repercutiria positivamente en la disminucién del
riesgo de fracaso del tratamiento antirretroviral en
los primeros meses de la terapia, disminuiria su
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prevalencia y, por ende, ayudaria a cumplir la meta
de 90 % de personas en tratamiento antirretroviral
con supresion virologica.

En conclusion, la estrategia de determinar la carga
viral del HIV en muestras organizadas en lotes
es un enfoque preciso y econémico para evaluar
la eficacia del tratamiento antirretroviral, ya que
permite determinar si los pacientes presentan fra-
caso del tratamiento antirretroviral o no.

Con el fin de optimizar la eficacia de la estrategia,
es recomendable seleccionar solamente las mues-
tras de pacientes que hayan estado recibiendo
tratamiento antirretroviral durante los 12 meses
anteriores, lo que asegura, al menos, dos controles
previos de carga viral indetectable y el que no
haya antecedente reciente de fracaso del trata-
miento antirretroviral. Ademas, es conveniente
hacer diferentes lotes de muestras dependiendo
del tipo de esquema de tratamiento antirretroviral,
asi como de las diferentes prevalencias de fracaso
del tratamiento antirretroviral para maximizar el
porcentaje de ahorro en pruebas de laboratorio.
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