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Sr. Editor: La cuantificacion del virus de la hepatitis C (VHC),
de la hepatitis B (VHB) y del virus de la inmunodeficiencia hu-
mana-1 (VIH-1) supone un elevado volumen de trabajo para los
laboratorios de Microbiologia, ya que los protocolos cientificos
exigen un seguimiento cada vez mas estrecho de los pacientes
para valorar la eficacia y duracion de los nuevos tratamientos.
El manejo adecuado de las muestras antes del procesamiento
es fundamental para la precision de los resultados. Aunque el
procedimiento de referencia seria congelar el plasma a -70°C
en alicuotas inmediatamente después de centrifugar los tubos,
la rutina diaria no siempre lo permite. El tubo BD Vacutainer
Plasma Preparation Tube-PPT™ (con K2 EDTA vaporizado y un
gel que separa las fracciones celular y plasmatica), practica-
mente ha reemplazado al EDTA convencional, que precisa de
una separacion del plasma en las 6h posteriores a la extrac-
cion para evitar la degradacion del ARN. Segun el fabricante, el
PPT™ permite conservar la muestra sin centrifugar un maximo
de 6h a temperatura ambiente (TA) y, una vez centrifugada,
24h a TA, 5 dias a 4°C 0 mas dias de -20 a -70°C".

A nuestro servicio llegan muestras de consultas externas del
hospital, o del resto de hospitales de la provincia y del Centro
Penitenciario, que recibimos ya centrifugadas. Hasta octubre
de 2016 separabamos alicuotas que se rotulaban a mano y se
congelaban a -20°C. A partir de entonces comenzamos emplear
el sistema semi-automatizado de gestion de muestras Indexor™
(iSens-Electronica Lda, Porto, Portugal), que habiamos implanta-
do unos meses antes en la seccion de Serologia con muy buen
resultado. Indexor™ permite localizar las muestras por listas de
trabajo o numero, y almacenarlas a largo plazo. El tiempo que
ahorra al personal técnico ha sido analizado recientemente®
Ademads de agilizar el flujo de trabajo supone una mejora en la
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calidad y seguridad del paciente. Decidimos introducirlo en la
seccion de Molecular para evitar tanto errores en la identifica-
cion como riesgos para el personal técnico derivados de la ma-
nipulacion de los tubos. Tras modificar nuestra rutina compro-
bamos que los valores no discreparan respecto a los esperados.
Esto fue asi para el VHC y el VHB, pero no para el VIH-1 que
analizamos por Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan (Roche®). En un
mismo ensayo, en varios pacientes con antecedentes de carga
viral (CV) indetectable o menor de 20 Copias/mL obteniamos
valores de hasta 3 log10, demasiado elevados para considerar-
se blips y que podrian tener implicaciones clinicas, induciendo
incluso a pensar en un fracaso terapéutico. Descartada una con-
taminacion del AmpliPrep, un problema del lote de reactivo o
un error en algun algoritmo de célculo de la técnica, el Unico
cambio en nuestra rutina habia sido mantener los tubos PPT™
refrigerados en gradillas Indexor™ hasta su procesamiento.

Tras revisar la literatura, varios estudios®™® no encontra-
ron diferencias significativas en la cuantificacion del VIH-1y
VHC al comparar el procesamiento en distintas condiciones.
Pero algunos autores® referian cargas mayores con plasma
congelado in situ en tubos PPT™, atribuyéndolo a que tras la
congelacion se podria liberar material genético no particulado
de células incluidas en el gel o debajo de él. Roche” emplea
tecnologia basada en la transcriptasa inversa, que extrae y am-
plifica tanto ADN como ARN, y parece que una sola particu-
la de ADN proviral de VIH-1 podria elevar la carga viral hasta
en 200 copias’. Esto no ocurre con el ensayo Abbott RealTime
HIV-1° presumiblemente porque se extrae tnicamente ARN. De
hecho, en estudios comparativos de ambas técnicas, las cargas
obtenidas con Abbott” son menores®®. Cloherty et al® reflejan
hasta un 74% de muestras con diferencias >0,5 log10 copias/
mL, mas de la mitad de las cuales eran detectables por Roche®
e indetectables por Abbott® y en las que utilizando dos nested
RT-PCR no se detectd ARN. Asi pues se desaconseja la con-
gelacion in situ por este motivo si las cargas se procesan con
Roche®. En el caso de PPT™ refrigerado (como en nuestro caso),
no hemos encontrado una explicacion en la literatura.
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Ademas de la temperatura existe otro condicionante: se
han notificado elevaciones de la carga de VIH-1 (de pacientes
bajo terapia antirretroviral efectiva) en plasma tomado en tu-
bo PPT™ respecto al tubo EDTA convencional, presumiblemente
debidas a que, tras el transporte de los tubos, se liberan parti-
culas de VIH-1 asociadas a células. Esto puede resolverse con
una centrifugacion adicional pre-ensayo''. Adoptando esta
medida nosotros hemos obtenido resultados concordantes con
los antecedentes, por lo que parece que no seria indispensable
la congelacion inmediata del plasma. En la actualizacion de la
ficha técnica del tubo PPT™' ya se incluye esta recomendacion,
junto con otras para que los valores de la CV de VIH-1 anali-
zada por Roche® sean comparables a los obtenidos con el tubo
EDTA: mantener la muestra sin centrifugar en PPT un mdximo
de 6h a TA; mantener el plasma en el tubo PTT <24h a TAo 5
dias a 4°C; y volver a centrifugar 5 minutos a 600g antes del
andlisis.

En el insert de Cobas AmpliPrep/Cobas TagMan HIV-1
Test” (revision de 2015)'? aparece que la técnica se ha validado
para su uso con plasma humano recogido en anticoagulante
EDTA unicamente, y que la realizacion de la prueba en otros
tipos de muestras puede dar lugar a resultados inexactos. Da-
do que la mayoria de laboratorios trabaja con tubos PPT™ seria
interesante que en la ficha técnica de constaran las especifica-
ciones particulares para ellos. Ademas, como sugieren Bonner
et al® en paises con menos recursos donde, por problemas de
logistica, en ocasiones no pueden ni siquiera refrigerarse las
muestras serian necesarios mas estudios comparativos a con-
diciones limite para facilitar a las poblaciones desfavorecidas el
control de la viremia.
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