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Resumen

Introduccion: La medicion de carga viral (CV) de virus hepatitis B
(VHB) y C (VHC) es fundamental en el seguimiento de pacientes con
terapia antiviral. La metodologia mas utilizada para su determinacion
es COBAS®-TagMan®. Recientemente, se desarrolld la tecnologia
Xpert®, que se debe evaluar. Objetivo: Comparar la medicion de la
CV de VHB y VHC por metodologia Xpert® con COBAS®-TagMan®
como método de referencia. Material y Métodos: 39 muestras de suero
de pacientes con VHB y 39 con VHC, previamente cuantificadas
por COBAS®-TagMan®, fueron analizadas mediante Xpert® y los
resultados se compararon utilizando la regresion de Deming y grafico
Bland-Altman. Resultados: Hubo una alta correlacion entre Xpert® y
COBAS®-TagMan®. Para VHB, la ecuacion de Deming fue XpertHBV
= 0,44 + 0,99xCOBASTagManHBY, con coeficiente de correlacion
de 0,94 y diferencia entre medias de -0,401 log,, (IC95%: -1,985 a
1,183). Para VHC, la ecuacion de Deming fue XpertHCV = 0,36 +
0,87x COBASTagManHCYV, con coeficiente de correlacion de 0,98 y
diferencia entre medias de 0,328 log,  (IC95%: -0,449 a 1,105). Con-
clusion: El nuevo sistema Xpert® muestra una buena correlacion con
COBAS®-TagMan® para la medicion de la CV de VHB y VHC, siendo
una buena alternativa para el seguimiento de pacientes en tratamiento.
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Abstract

Background: The measurement of viral load (VL) of hepatitis B
(HBV) and C (HCV) viruses is essential in the follow-up of patients
with antiviral therapy. The most widely used methodology for this
determination is COBAS®-TagMan®. Recently, the Xpert® techno-
logy was developed and needs to be evaluated. 4im: To compare
the measurement of the VL of HBV and HCV by Xpert® methodo-
logy with COBAS®-TagMan® as a reference method. Material and
Methods: 39 serum samples from patients with HBV and 39 with
HCYV, previously quantified by COBAS®-TagMan®, were analyzed
using Xpert® and the results were compared using Deming regression
and Bland-Altman plot. Results: There was a high correlation between
Xpert® and COBAS®-TagMan®. For HBV, the Deming equation was
XpertHBV=0.44 + 0.99xCOBASTagManHBYV, with a correlation
coefficient of 0.94 and a difference between means of -0.401 log
(95% CI: -1.985 to 1.183). For HCV, the Deming equation was
XpertHCV=0.36 + 0.87x COBASTagqManHCV, with a correlation
coefficient of 0.98 and a difference between means of 0.328 log,
(95% CI: -0.449 to 1.105). Conclusion: The new Xpert® system shows
a good correlation with COBAS®-TagMan® for the measurement of
the VL of HBV and HCV, being a good alternative for the follow-up
of patients under treatment.

Keywords: hepatitis B virus; hepatitis C virus; viral load; molecular
diagnostics.
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Introduccion

B (VHB) y hepatitis C (VHC) representan una de
las causas de enfermedad hepatica de mayor im-
portancia a nivel mundial. Se estima que aproximadamen-
te 257 millones de personas son portadores cronicos del
antigeno de superficie del VHB mientras que 71 millones
de individuos presentan infeccion crénica por VHC en
todo el mundo'. Las guias clinicas nacionales e interna-
cionales recomiendan el uso de técnicas de amplificacion
de 4cidos nucleicos sensibles, especificas y exactas para
la cuantificacion del ADN del VHB y del ARN de VHC
en el contexto del seguimiento del tratamiento antiviral en
pacientes con infeccion cronica®’. Actualmente, existen
varios test comerciales para la cuantificacion del ADN de
VHB y ARN de VHC en muestras de suero o plasma de
pacientes, siendo los mas utilizados los ensayos RealTime
HBV/HCV Viral Load de Abbott (Abbott Molecular,
Des Plaines, IL, USA) y COBAS®-TagMan® HBV/HCV
Test 8 (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ,
USA). Estas dos plataformas necesitan una infraestructura
de laboratorio compleja y personal altamente entrenado
para su manejo. Para el procesamiento de las muestras se
deben juntar en lotes para optimizar el rendimiento, lo que
implica un retraso en la entrega de resultados.
Recientemente, se han desarrollado los ensayos de
carga viral (CV) Xpert® HBV y Xpert® HCV (Cepheid,
Sunnyvale, CA, USA), que consisten en cartuchos que
contienen todos los componentes para la extraccion de los
acidos nucleicos virales, transcripcion reversa en el caso de
VHC y reaccion de polimerasa en cadena (RPC) en tiempo
real. Los cartuchos para estos ensayos contienen controles
internos que permiten asegurar el rendimiento del proceso y
lamedicion de la CV. Para el procesamiento de las muestras,
el suero o plasma es cargado en el cartucho y éste se inserta
en el instrumento GeneXpert Dx que procesa en forma indi-
vidual cada muestra, entregando el resultado en 1 y 2 h para
CV de VHBy CV de VHC, respectivamente. Hasta la fecha,
existen algunos estudios comparativos entre metodologia
Xpert® para medir CV de VHB o VHC y las metodologias
RealTime Viral Load o COBAS®-TagMan®, describiéndose
una buena correlacion.'®!?. No existen estudios en que se
compare los ensayos Xpert® con COBAS®-TagMan® HBV
y HCV Test a la vez y tampoco existe experiencia nacional
al respecto. Esta comparacion es particularmente importante
en nuestro medio en el caso del VHB, dado que el genotipo

circulante es diferente al existente en otros paises®.

l as infecciones cronicas por los virus de la hepatitis

Material y Métodos

Muestras
Se analizaron muestras de suero, las cuales habian
sido previamente cuantificadas mediante la tecnologia
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COBAS®-TagMan® HBV o HCV en el equipo COBAS
TaqMan 48, todas dentro del contexto de inicio o segui-
miento de tratamiento antiviral. Tanto para VHB como
para VHC se analizaron 39 muestras independientes
correspondientes al mismo niimero de pacientes, las que
se encontraban debidamente almacenadas a -20 °C.

En el caso de las muestras de pacientes con VHB se
seleccionaron sueros con distintos niveles de CV, con
un rango entre 0,78 log v 8,04 log,, UI/mL. Del mismo
modo, en las muestras de VHC, se seleccionaron sueros
con distintos niveles de CV, con un rango entre 1,4 log,,
y 7,62 log, UI/mL. El uso de las muestras fue autorizado
por la direccion del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile y el estudio fue aprobado por el Comité de Etica
con N° de Certificado 53/19.

Determinacion de carga viral de VHB y VHC

Las muestras de suero fueron descongeladas a tempera-
tura ambiente y homogenizadas. Para la medicién de CV de
VHB se utilizé 1 mL de suero y para VHC se uso6 1,1 mL.
Los sueros fueron depositados en los cartuchos correspon-
dientes y éstos fueron cargados en el instrumento GeneXpert
GX 1V, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
rangos lineales para las CV Xpert VHB y Xpert VHC estan
entre 1-9 log,, y 1-8 log,, UI/mL, respectivamente.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos por ambas pruebas se tra-
dujeron de UI/mL a log Ul/mL para su posterior analisis
estadistico. Para la comparacion de métodos de la medi-
cion de CV de VHB y VHC entre los ensayos COBAS®-
TagMan® y Xpert® se utilizo la regresion de Deming, la
cual toma en cuenta los errores de medicion para ambos
métodos y, por lo tanto, es adecuado para comparar
ensayos de laboratorio. También se utilizo el analisis de
graficos de Bland-Altman que se utiliza para comparar dos
mediciones de la misma variable por métodos distintos,
donde las diferencias entre los dos ensayos son graficadas
frente al promedio de los resultados de las dos técnicas.
Para estos analisis se utiliz6 el programa estadistico NCSS
2020 v20.0.3 y GraphPad Prism 7.04, considerando el
ensayo COBAS®-TagMan®, como método de referencia.

Resultados

En 38 de las 39 muestras de VHB se conocia el ge-
notipo viral, siendo dos genotipos A, tres genotipos B,
tres genotipos C y 30 genotipos F. En el caso del VHC,
se disponia del genotipo viral de las 39 muestras, siendo
11 genotipos la, 19 genotipos 1b, cuatro genotipos 3a,
cuatro genotipos 4 y un genotipo Sa.

El analisis de regresion de Deming mostré que los
resultados obtenidos por los dos ensayos de CV de VHB
se correlacionaron a través de todo el rango de cuantifi-
cacion, obteniéndose la siguiente ecuacion de Deming:
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Figura 1. Andlisis de regre-
sion de Deming para la me-
dicién de carga viral de he-
patitis B por los métodos de
COBAS®-TagMan® y Xpert®.
El gréfico de la regresion de
Deming muestra la linea de
identidad (discontinua) y el
ajuste de Deming con un 95
% de intervalo de confianza
(linea continua y dos lineas
punteadas, respectivamen-
te).

Figura 2. Grafica de Blant-
Altman que muestra el ni-
vel de concordancia para la
medicién de carga viral de
hepatitis B por los méto-
dos de COBAS®-TagMan® y
Xpert®. La diferencia prome-
dio es resaltada en linea roja
continua con desviacion es-
tandar de = 1,96 mostrada
en linea azul. La linea negra
segmentada representa una
condicion de idealidad.

Figura 3. Andlisis de regre-
sion de Deming para la me-
dicién de carga viral de he-
patitis C por los métodos de
COBAS®-TagMan® y Xpert®.
El grafico de la regresion de
Deming muestra la linea de
identidad (discontinua) y el
ajuste de Deming con un 95
% de intervalo de confianza
(linea continua y dos lineas

punteadas, respectivamen-
te).
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Xpert-HBV = 0,44 + 0,99x COBASTagMan-HBV
(F=296,2; 37 grados de libertad, p <0,0001) (Figura 1).
La diferencia logaritmica maxima entre las dos pruebas,
en 32 de los pacientes (82,5%), fue de 0,98 log. En las
siete muestras restantes, todas del genotipo F, se observo
una diferencia logaritmica mayor a 1,0 (1,11-2,52). En
estos casos, las CV oscilaron entre 0,78 log,, y 6,52 log,,
UI/mL con el método COBAS®-TaqgMan®, mientras que
con el método Xpert® las CV fueron todas mas altas y
oscilaron entre 2,26 log , y 8,72 log,, Ul/mL.

En el analisis de Bland-Altman para la CV de VHB, se
observo una alta concordancia entre las dos metodologias
analiticas, la cual mostro un coeficiente de correlacion
de 0,94 y una diferencia entre los promedios de -0,401
log,,(95% IC: -1,985 a 1,183) (Figura 2). S6lo hubo tres
muestras (genotipo F) que salieron del 95% del intervalo
de confianza establecido.

Con respecto a la comparacion de la medicion de CV
de VHC, el analisis de regresion de Deming también
mostr6é una buena correlacion a través de todo el rango
de cuantificacion, obteniéndose la siguiente ecuacion de
Deming: XpertHCV =0,36 +0,87x COBASTagManHCV
(F=1051, 37 grados de libertad, p < 0,0001) (Figura 3).
La diferencia logaritmica maxima entre los dos ensayos
fue de 0.90 log, , con una diferencia minima de 0,04 log, .

También se evidencio una alta concordancia entre
los métodos para la medicion de CV de hepatitis C en el
analisis de Bland-Altman, con un coeficiente de correla-
cion de 0,98 y una diferencia entre las medias de 0,328
log,, (95% 1C: -0,449 a 1,105) (Figura 4). S6lo hubo dos
muestras (genotipo 1b) que salieron del 95% del intervalo
de confianza establecido.

151
+1.96 DE = 1,105
3 101
i °
% -4
= °
© L] [
b ° 2 S,
£ o5 °
2 = o o ° @ ®
ds ® 'y
o8 Diferencia ° ° o
e promedio = 0,328 e °
= L]
50 [ ]
sT 50 o
Se O
8% *
Lx ®
i ° .
§ °
g 051 i 1,96 DE = -0,449
L
a
[ ]
1.0 T T T ]
0 2 4 6 8
Promedio entre carga viral COBAS® TagMan® HCV y
Xpert® HCV (logyo Ul/mL)

Figura 4. Grafica de Blant-Altman que muestra el nivel de con-
cordancia para la medicién de carga viral de hepatitis C por los
métodos de COBAS®-TagMan® y Xpert®. La diferencia promedio es
resaltada en linea roja continua con desviacion estandar de +1,96
mostrada en linea azul. La linea negra segmentada representa una
condicion de idealidad.
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Discusion

La deteccion del ADN del VHB y del ARN del VHC
junto a la cuantificacion de sus respectivas CV se utilizan
en la practica clinica para efectuar diagnostico, definir
tratamiento y controlar la respuesta a las distintas terapias
antivirales. Para su medicion se usa la técnica de RPC
en tiempo real, siendo la tecnologia COBAS®-TagMan®
la mas utilizada a nivel mundial en la actualidad, con
un desempefio analitico satisfactorio. Esta tecnologia
requiere para su ejecucion de tres laboratorios separados,
profesionales entrenados y, ademas, en el equipo CO-
BAS TaqMan 48 utilizado en este estudio (formato mas
pequeno de la linea molecular), se necesitan al menos 12
muestras de suero o plasma para procesar en lotes que
sean costo-efectivos, lo que implica juntar muestras,
aumentando el tiempo de respuesta para el resultado de
los pacientes. Una vez que se tienen las 12 muestras, el
tiempo de procesamiento oscila entre 5y 6 h dependiendo
si es CV de VHB o VHC, respectivamente.

Actualmente, se encuentra disponible la plataforma
Xpert® para la medicion de ambas CV, que trabaja con
cartuchos que tienen incorporado un sistema integrado de
purificacion, transcripeion reversa (en el caso de VHC),
amplificacion y deteccidon cuantitativa de los éacidos
nucleicos virales, lo que permite trabajar en un solo
laboratorio para el procesamiento de las muestras y no
es necesario disponer de personal altamente entrenado.
Ademas, debido a que los cartuchos son individuales, no
es necesario trabajar lotes de muestras, obteniendo los
resultados en una o dos horas para CV de VHB o VHC,
respectivamente'®'4,

Considerando que esta nueva tecnologia resultaba
atractiva para simplificar la medicion de CV de virus
hepatitis, se presentaba como una necesidad evaluar su
desempefio diagnodstico en nuestro medio. Esto es espe-
cialmente relevante para el caso de VHB, dado que esta
prueba diagnostica, al igual que la de COBAS®-TagMan®,
utiliz6 el estandar internacional de la OMS que es genotipo
A para su desarrollo y evaluacion. En Chile el genotipo F es
el prevalente®, genotipo que no es frecuente en los paises
en donde se fabrican los kits para diagnostico.

En nuestro estudio, demostramos que los nuevos
ensayos de CV Xpert® cuantifican con precision los ni-
veles de ADN del VHB y ARN del VHC en muestras de
suero utilizando como técnica de comparacion al ensayo
COBAS®-TagMan®.

Respecto a la medicion de CV de VHB encontramos una
alta concordancia entre ambos métodos. Si bien, en siete
de los 39 pacientes objetivamos diferencias logaritmicas
mayores a 1.0, segun el ensayo utilizado, en dos de estos
pacientes las CV se encontraban por debajo del rango de
3,3 log,, (2.000 UI/mL), mientras que en tres pacientes
las cargas virales estaban por sobre el rango de 4,3 log,

Rev Chilena Infectol 2021; 38 (3): 344-348

(20.000 UI/mL), lo que, para términos de indicacion de
tratamiento, dependiendo de las caracteristicas clinicas de
los pacientes, no significa cambios en la conducta. De este
modo, solo dos pacientes presentaron resultados divergen-
tes con una diferencia logaritmica de 2,46 y 2,52 respec-
tivamente. Estas diferencias deben analizarse con cautela
dado que el diagnostico y la determinacion de la fase de la
infeccion pueden basarse, en parte, en la medicion de la CV
del VHB, pudiendo tener estos resultados repercusiones en
la decision de tratamiento y seguimiento de estos pacientes.
Una posible explicacion en los resultados discordantes es
la cuantificacion no apropiada del genotipo F por alguna de
las dos tecnologias. Sin embargo, la diferencia se encontrd
en solo siete de las 30 muestras que tenian este genotipo.
Por ultimo, no se puede descartar que las diferencias se
deban a un error puntual en el procesamiento de esas
muestras por alguno de los dos métodos.

En el caso del VHC, no encontramos diferencias lo-
garitmicas mayores a 1,0 entre las mediciones de CV por
COBAS®-TagMan® y Xpert®, lo que evidencia una alta
correlacion entre estos métodos. Si bien, en el analisis de
Bland-Altman hubo dos muestras que salen del 95% del
IC y ademas se observa la tendencia de que a valores bajos
de CV Xpert® muestra resultados mas altos que COBAS®-
TagMan® y viceversa, el hecho de estas diferencias no
sean mayores a 1 log,, no reviste mayor importancia
porque la variabilidad para las mediciones de CV por
ambos métodos son hasta 1 log,,, lo que si bien parecen
altos, no lo son por tratarse de técnicas de amplificacion
exponencial. De todas formas, seria importante estudiar si
esta tendencia observada en las diferencias en la medicion
de CV de VHC se mantiene al incrementar el nimero de
muestras a analizar.

En relacion a las ventajas de la técnica Xpert®, ésta
ofrece una reduccion teorica del riesgo de contaminacion
cruzada de la muestra dado que todos los pasos (extrac-
cion, transcripeion y RPC) tienen lugar dentro del mismo
cartucho en un médulo independiente en el instrumento
GeneXpert'°. Por otro lado, permite el procesamiento
de muestras individuales sin la necesidad de contar con
muestras de control, ya que cada cartucho contiene reac-
tivos de control de calidad internos''. Adicionalmente,
demuestra ser superior en términos de velocidad del pro-
ceso, respecto a COBAS®-Taqman®, técnica que requiere
la recoleccion de varias muestras para su procesamiento
en lotes, lo que genera que los laboratorios procesen estas
muestras, por lo general, una vez por semana.

En conclusion, los nuevos sistemas Xpert® VHB y
VHC muestran una buena correlacion con COBAS®-
TagMan® para la medicion de CV de VHB y VHC,
simplificando y optimizando el flujo de trabajo en el
laboratorio y permitiendo una significativa mejora en la
velocidad en la que los resultados estan disponibles para
la evaluacion de los pacientes.
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