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INTRODUCCION

Los métodos de cuantificacion de virus Epstein-Barr (EBV) son utilizados para el seguimiento y evolucion de sus enfermedades asociadas, como los Desordenes Linfoproliferativos Post-
Trasplante. Inicialmente se aplicaron metodologias artesanales, luego se fueron incorporando ensayos comerciales, y todavia no hay una estrategia gold standard. Dada esta situacion se
ha sugerido la realizacion de estudios multicéntricos dirigidos a alcanzar una estandarizacion metodolégica que permita identificar niveles virales indicativos de una conducta médica.
Nuestro objetivo fue organizar un estudio multicéntrico para comparar los métodos de carga viral (CV) en uso en Argentina y establecer un marco para iniciar la armonizacion
metodolodgica.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

- Se realizd una convocatoria abierta que fue aceptada por 16 laboratorios del pais que disponian de métodos de carga viral aplicados con fines clinicos.

- Paneles: a) Control EBV positivo obtenido de la LC B95-8 (control LNR)

b) Tres muestras de plasma (n= 13 laboratorios) y / o de sangre entera (n= 6 laboratorios), siendo una EBV negativa y dos contenian una cantidad de ADN viral
con una diferencia de 2 logs.

Meétodos

- La carga de EBV se determind mediante ensayos de PCR en tiempo real, aplicando: a) procedimiento habitual

b) control EBV positivo como calibrador.
- Carga viral consenso: media del logaritmo de las cargas virales informadas por todos los laboratorios, luego de eliminar los valores atipicos o outliers (test de Grubbs).
- Variabilidad clinica significativa: media consenso + 0,5 log.

ol de elucid
e~ olumen de ehueion () A) PLASMA (n=13 labs) PANEL DE PLASMA
METODO EXTRACCION | extraccion Curvas habituales Curva comun
ul) PLASMA SANGRE ENTERA 40 - 40 - _ io- Curva habitual B N Curva LNR
50| 100 | S0 100 | 200 . BRI £ o
— 30 A c o E
Blood-mini-QLAGEN 200 1 1 \\ \ 5 oh & | 20
: o O o c o™
Hi-Pure-Roche 200 4 1 1 G 201 S 2 \‘\ 0 o w3 '
200 1 1 B I I R I R T T R T L) LU
_ _ i 10 4 . 1] 1 2 3 4 5 - 7 g 9 10 11 12 13
IMa-Pure-Roche P 5 10 Laboratories L aboratories
Ma-Pure-Laroe-Roche 500 2 0 : : : : : ; ; ; . 0
— (0] 1 2 2 y = R 7 8 9 (0] 1 2 2 7 . = . IS K4 8 9
Mini-QLAGEN 200 2 ! Log N° de copias EBV Log N° de copias EBV PANEL DE SANGRE ENTERA
Min-QIAGEN+ DlAcube 200 1
Zymo 100 1 B) SANGRE ENTERA (n=6 labs) T . 7 Curva habitual K NS'D' Curva LNR
. p > >l
MUESTRA Curvas habituales Curva comun ST 2 , ‘ S 7 — ‘
) . Fragmento . 40 - 40 - S o ) © .
METODOS DE CUANTIFICACION DE EBV CLINICA | Total O . S 1,
Amplificado® - o Q" >V
Plasma| SE 20 30 19 . . . . . . T . . . . .
a 1 2 3 4 5 g 7 u} 1 z 3 4 5
LishtCycler® EBV OQuantification Kit (Roche) LIP2 i 1 7 = g g \ Laboratorios 0 Laboratorios
20 A ~ 20 A
LightM 2@ kit for the detection of EBV (TIB-MOLBIOL-Roche) EBMNAL 1 1 2 ~
- ' ' - 10 - . . age . . . ’ . .
EBV Q- PCR Alert kat (Ehitech Nannzsn) EBNA] ; ] a Figure 4. Variabilidad intra-laboratorio. Se estimé la diferencia entre las
Artesanal ENEFI 1 0 1 . .
ESE‘“EJ o 04———————————————— | | cargas virales de las muestras EBV positivas de cada panel (PL-1yPL-3;SE-1y
Artesan EEMAL 1 0 1 T . .
Log N° de copias EBV Log N° de copias EBV SE-2) obtenidas por cada laboratorio, respecto del valor esperado (2 logs).
Artesanal EENAL 1 1 2 : L )
Se observa que todos los laboratorios mostraron una variabilidad intra-
- _ Toal | P o Figura. 1. Curvas de calibracién. Se observa una relacién lineal entre el logaritmo de | | laboratorio comprendida dentro del rango deseable, tanto los que analizaron
Tabla 1 (arriba) y Tabla 2 (abajo). Se utilizaron una amplia variedad de la concentr§C|on de EBV y los C|clo§ umbral (Cq), asi como una amplia variabilidad paneles de plasma como de sangre entera.
procedimientos de extraccién de ADN y cuantificacién de EBV. en las pendientes, ordenadas al origen. El valor esperado se indica en negro — ; la variabilidad clinica significativa
1Sangre entera deseable en rojo —. PL: muestras de plasma . SE: muestras de sangre entera.
Curvas habituales Curva LNR CURVA HABITUAL CURVA LNR CURVARABLTUAL CURVALER
PLASMA -1 SANGRE ENTERA® 1
_ 7.5
8 - 8 - ] , o 2 ~50] . _ 20 > 701 .
= . > Figura 2. Carga viral inter- e I e —— ER A S — . ii e Tt % 50 ] .
L - | . : S3 4 . 5" 5 55
o ° 5 w 6 0 . laboratorio. Se describe la 535 5 =1 S 5 50
o —B— 8 a0 ° . . s ?2-56 ; ; . 4‘ . "2-50- X ; : ) : = 12 3 4 5 6 44-50 ,; A
8 4 § 4 _g_, dlsF)erSIon de IOS Valores de Carga Métodos de extraccion Métodos de extraccién Meétodos de extraccion Métodos de extraccion
§’ 5 . ° 0 2 1 4 viral informados para cada una de PLASMA — 3 WHOLE BLOOD N° 2
________________________________ ST B Sy B * 7.0 9,4
0 | gn=13 0 | g n=13 las muestras de arr.1bc?s- pan.eles. Se 522 ——— Jes] e . . 5 o . .. 5 58] - -
0 1 5 3 0 1 5 3 observa que la variabilidad inter- 2 I 50 D — . S4nq ¢ . 5, 4.0 )
I . 8 S5, o 3.0 8 a'n
panel de plasma Panel de plasma laboratorio resultd mayor de +0,5 g1 . EX . e e
o o . 1] i 2 3 4 4 o 1 e = 4 5
logs, al ser cuantificadas aplicando Métodos_extraccion Métodos de extraeion Métodos de extraccion Métodos de extracci6n
Curvas habituales Curva LNR las curvas habituales c?,LN R. o
Respecto de la deteccidn cualitativa, —— Log carga viral consenso
- 8 S 8 todos los participantes hallaron — Log carga viral consenso + 0.5 log
m 6 <+ i . positivas a las muestras que
S |, ° £ S 4 o ’ contenian EBV (PL-1y PL-3;SE-1vy Figure 3. Variabilidad inter-laboratorio en la carga de EBV segun métodos de extraccion de ADN. Se muestra la dispersion de
O [19) : . . . . - . ey .
o o o M SE-2), mientras que informaron las cargas virales determinadas por los participantes con las curvas habituales y LNR para las muestras positivas de ambos
2 A 2 A o ] , . s , . s - . .- . .
S ; e —¢ | negativas a las que no contenian paneles, en relacion a los métodos de extraccion de ADN utilizados. La variabilidad inter-laboratorio observada no puede
n= = i . , ., .
0 . ) . Z 0 ) ADN viral (PL-2 y SE-3). asociarse con un método de extraccion en particular.
0 1 2 3 ., . A . nt . . .
Panel de sangre entera Panel de sangre entera Umbral'de deteccidon-——- M§todos de extraccion: 1: Blood mini QIAGEN, 2:Hi Pure Roche, 3 MagNA (Roche), 4: MagNA Large (Roche), 5: DNA Mini
Carga viral consenso---- (QiaGen), 6: Zymo Research.

» Las variaciones de |la carga de EBV intra-laboratorio se ajustaron a los fines de aplicacidon clinica (<0,5 logs), a diferencia de las inter-laboratorio (>0,5 logs). Por lo tanto, el
seguimiento intra-laboratorio es adecuado, mientras que las CV inter-lab no son comparables.

» Laintroducciéon de un calibrador Unico no logrd reducir la variabilidad cuantitativa a niveles clinicamente no significativos (<0,5 logs). Sera necesario continuar con la
armonizacion metodologica con el fin de establecer un consenso en el diagndstico molecular de EBV.

» PERSPECTIVAS: Calibrar en unidades internacionales las metodologias para cuantificar EBV que se utilizan en los laboratorios clinicos de Argentina.
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