ANEXO No 5: CARACTERISTICAS TECNICAS DE LA CARGA VIRAL
Y DEL RECUENTO DE CD4

Caracteristicas Técnicas de la Carga Viral:

Pardmetros Amplicor HIV1 NASBA HIV1 Quantiplex HIV
Monitor (PCR) RNA QT (NASBA) RNA v2 (bDNA)
Método aplicado RT-PCR Amplificacién isotérmica | Amplificacién de la

del ARN

senal por hibridacién

molecular

Limite bajo de Sensibilidad
(copias)

Aprox. 40 copias/ml

40-80 copias/ml

50 copias/ml

Reproducibilidad

(coeficinete de variacion)

Intraprueba 3.5-28% < 0.3 log 12 - 25%
Interensayo 9 -45% <0.15 log 17 - 39%
Interlaboratorio 18 - 43% < 0.3 log

Interlote <0.15 log

Deteccion de los subtipos A-G A-G A-G

de VIH del grupo M

Control de calidad interno
(estandar de RNA)

Si (uno por cada
determinacion)

Si (tres por cada
determinacién)

Si (cuatro por
cada serie)

Controles del reactivo

Si (control positivo
alto, positivo bajo y
negativo)

Si (control positivo)

Si (control positivo
alto, positivo bajo y
negativo)

NOTA: Debido a las variaciones que existen entre las tres técnicas, para poder comparar resultados en el
tiempo se debe utilizar la misma técnica en cada paciente. Los resultados por RT-PCR son en general dos
veces superiores a los obtenidos por bDNA.

Cambios = a 0.3 log pueden ser justificados por variaciones técnicas; cambios = a 0.5 log reflejan cambios

reales de la carga viral.
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Condiciones de conservacion y transporte de las muestras para carga viral**

Parametros Amplicor HIV1 NASBA HIV1 Quantiplex HIV
Monitor (PCR) RNA QT (NASBA) RNA v2 (bDNA)

Anticoagulante EDTA, citrato EDTA, citrato, heparina EDTA

Tiempo maximo de sangre 6 horas 4 horas 4 horas

completa sin separar el plasma

aT°(18-22°C)

Tiempo maximo del plasma 24 horas 2 - 4 horas sin tamp6n de lisis | 30 minutos

a4-8°C

(refrigerador) 24 horas en tampén de lisis

Tiempo maximo del plasma 7 dias Meses en tampoén de lisis 72 horas

a - 20° C (congelador)

Tiempo maximo del plasma Meses Meses en tampoén de lisis Meses

a - 80° C (criocongelador)

Congelar/descong. plasma
almacenado

2 veces maximo

No se recomienda
este proceso

No se recomienda
este proceso

Transporte del plasma:

T° ambiente

Refrigerado( 8 -10° C)
Congelado (-20°C) en hielo seco

Si
St

Si
Si

Si
St

NOTA IMPORTANTE: ** las condiciones de obtencién de la muestra son criticas. Debera ser recogida en
tubos con aspiracion por vacio de 10 ml de sangre anticoagulada con EDTA (aunque Amplicor puede fun-
cionar con citrato). El tiempo critico entre obtencion de la sangre completa y la separacion del plasma debe
ser entre 2 y 6 horas como méaximo. Cuando la sangre completa debe ser enviada a otro laboratorio para

su procesamiento el transporte debe realizarse a temperatura ambiente y en un contenedor de bioseguri-
dad. El transporte de la muestra de sangre completa se debe asegurar que no supera el tiempo critico (2 a
6 horas) en caso contrario la muestra debe ser enviada como plasma. El laboratorio receptor deberd recha-
zar toda muestra que no llegue en condiciones 6ptimas
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Condiciones de realizacién de la Carga Viral

Parametros

Amplicor HIV1
Monitor (PCR)

NASBA HIV1
RNA QT (NASBA)

Quantiplex HIV
RNA v2 (bDNA)

Areas diferenciadas de trabajo

Tres (reactivos, extraccion
y amplificacién/deteccion)

Dos (extracciéon y
deteccién)

Dos (preparacién de
muestras y amplificacion/
deteccion)

Bioseguridad, cabinas de

Si, en la extraccién

Si, en la extraccion

Si, en la preparacién de la

clase II del RNA del RNA muestra (centrifugacién
a alta velocidad)
Concentracién de la muestra No No Si
4 horas (primer dia)
Duracion de la extracciéon
y amplificacién 5 horas 4 horas 18 horas de incubacién
toda la noche (primer dia)
Duracién de la deteccion 2 horas 2 horas 6 horas (segundo dia)
Duracién completa de la
técnica en horas 7 horas 6 horas 30 horas
Duracién completa de la
técnica en jornadas de trabajo | 1 1 2
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Equipo y laboratorio necesarios para Carga Viral

Parametros Amplicor HIV1 NASBA HIV1 Quantiplex HIV
Monitor (PCR) RNA QT (NASBA) RNA v2 (bDNA)

Equipos:

Termociclador Si No No

Centrifuga de alta velocidad No No Si

Cabina de bioseguridad clase IT | Si Si Si

Congelador a -80°C Recomendable Recomendable Si

Material infeccioso en KIT No No Si (virus activo como control)

Muestra con riesgo biolégico St St Si

Nivel de entrenamiento del Alto Alto Alto

personal técnico

Supervisiéon por facultativo Si Si Si

con experiencia en técnicas

microbiolédgicas

Complejidad técnica Alta Alta Alta

Participar en el sistema de
control de calidad externo

Muy recomendable

Muy recomendable

Muy recomendable
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Condiciones para el CD4

Condiciones de colecciéon de la muestra:

El anticoagulante a utilizar depende del tiempo que se tiene para procesar la muestra:

« EDTA o citrato si el procesamiento no excede de las 30 horas luego de la coleccién de la
muestra. El EDTA no se debe usar cuando va a tardar mas de ese tiempo porque la poblacién
de linfocitos presenta cambios luego de este periodo.

+ ACD o heparina si los especimenes serdn procesados dentro de las 48 horas siguientes a la
toma de la muestra.

NOTA: Luego de 48 horas no se debe procesar ninguna muestra y se requiere otra toma dife-
rente.

+ Tome 2 tubos separados marcdndolos adecuadamente con la informacién del paciente (iden-
tificacion con aseguramiento de confidencialidad, medicaciones que esta tomando y condicio-
nes clinicas que pueden afectar el resultado).

Condiciones de transporte

+ Transportar las muestras a T° ambiente evitando T° extremas (T° mayores a 37° causan des-
truccién celular y alteran el resultado del examen). El impacto de las temperaturas inferiores a
4° no es claro, por lo que es mejor evitarlas.

+ Transportar las muestras tan rapido como sea posible pero antes de las 48 horas de procesa-
miento critico.

+ Deben establecerse guias locales de transporte de muestras que aseguren su calidad siguiendo
las especificaciones internacionales.

Integridad de los especimenes:

Inspeccionar el tubo inmediatamente al recibirse.

Tomar correcciones inmediatas si sucede lo siguiente;

+ Si el especimen esta frio o caliente pero no hay evidencia de hemélisis o congelamiento, pro-
cesarlo pero anotando las condiciones en que fue recibido.

+ Si la sangre esta hemolizada o congelada descartar la muestra y solicitar nueva.

+ Siel tubo esta roto descartar la muestra y solicitar una nueva.

+ Siel especimen tiene mas de 48 horas, descartarlo y solicitar nueva muestra.

Para mayor informacién se puede consultar el MMWR, Recomendaciones y Reportes, enero 10
de 1997, volumen 46.
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