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RESUMO 

 

Introdução 

A preocupação crescente com as possíveis consequências da replicação viral no 

sistema nervoso central mostra a necessidade da detecção do HIV no compartimento cerebral. 

O teste de PCR em tempo real desenvolvido pela Abbott, o Abbott m2000 RealTime HIV-1 

(m2000rt), quantifica a carga viral do HIV em amostras de sangue com um procedimento 

efetivo e de baixo custo no nosso país, por isso é adotado como método padrão pelo 

Ministério da Saúde, mas não é utilizado em amostras de líquor. O ensaio produzido pela 

Roche, o COBAS TaqMan HIV-1, version 2 (COBAS v2.0), é o método de PCR em tempo 

real que tem sido amplamente utilizado para detectar a carga viral do HIV no compartimento 

cerebral. No entanto, esse método ainda não foi validado para esse propósito e seu custo pode 

ser uma limitação em diversas regiões com baixos recursos.  

 

Objetivos 

Considerando que não há uma metodologia padronizada para essa situação específica 

(detecção do HIV no líquor), nós conduzimos esse estudo a fim comparar os desempenhos 

dos testes m2000rt e COBAS v2.0, na tentativa de propôr um método alternativo e com 

baixos custos ao mais utilizado nesse contexto (COBAS v2.0). 

 

Métodos 

O estudo foi realizado no período de maio de 2015 a julho de 2016. O cálculo do 

tamanho da amostra foi baseado em dados de um estudo piloto que revelaram ser necessário 

um número mínimo de 37 amostras, para detectar uma diferença de 0,20 log10 na carga viral, 

com um coeficiente de correlação de 0,979 e um poder de 90%. Essa equação permitiria uma 

perda de 10%. 

As amostras de líquor foram coletadas consecutivamente a partir de 37 pacientes HIV 

positivos atendidos no Hospital de Clínicas de Porto Alegre/RS. Os métodos foram 

processados de acordo com o proposto pelo fabricante para utilização com amostras de 

plasma. Pequenas modificações foram necessárias no teste em estudo (m2000rt) para 

neutralizar qualquer diferença metodológica e evitar vieses de mensuração: o congelamento 

das amostras foi realizado a -20ºC até o momento da análise.  

O ensaio COBAS v2.0 foi utilizado como referência, uma vez que é o método mais 

utilizado. Foram realizadas análises quantitativas com resultados que estavam dentro da faixa 



6 

 

 

linear em ambos os métodos (n = 18). Para tornar os métodos comparáveis, adotou-se o limite 

de detecção do ensaio m2000rt para ambos (40 cp/mL ou 1,60 log10 cp/mL). Os resultados 

abaixo do limite de detecção foram apresentados como uma variável categórica, uma vez que 

não são quantificáveis. O coeficiente de correlação de Pearson foi utilizado para comparar os 

métodos. A normalidade das variáveis foi então resumida calculando o viés estimado pela 

diferença média "đ " e o desvio padrão das diferenças realizadas pelo teste t para amostras 

pareadas. Com base na falta de normalidade dos métodos, o grau de concordância dos 

resultados das cargas virais de HIV foi analisado pelo índice Kappa.  

Esse estudo foi aprovado pelo comitê de ética do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(RS)/ Brasil, registrado na Plataforma Brasil como sendo CAAE: 35072214.7.0000.532. 

 

Conclusão 

Em conclusão, o teste m2000rt que foi modificado para este ensaio mostrou boa 

concordância e correlação com o teste mais utilizado nesse contexto e pode ser considerado 

um método alternativo com resultados semelhantes ao COBAS v2.0 e baixos custos na 

quantificação da carga viral do HIV no líquor. Sugerimos, principalmente em locais onde este 

método está prontamente disponível com uma relação custo-benefício aceitável, que o exame 

m2000rt deva ser realizado. 

 

Palavras chave: Abbott m2000rt HIV-1; COBAS TaqMan HIV-1, version 2; 

m2000rt; COBAS v2.0; HIV; líquor; sistema nervoso central; carga viral. 
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ABSTRACT 

 

Introduction 

Growing concern about possible consequences of viral replication in the central 

nervous system shows the need for HIV detection in the cerebral compartment. The real time 

PCR test developed by Abbott, Abbott RealTime m2000 HIV-1 (m2000rt) quantifies HIV 

viral load in blood samples effectively and with low costs Brazil. It is the standard method by 

the Brazilian Ministry of Health, but it has never been utilized to measure HIV in 

cerebrospinal fluid samples. The assay produced by Roche, COBAS TaqMan HIV-1, version 

2 (COBAS v2.0) is the real-time PCR method that has been widely used to detect HIV viral 

load in cerebral compartment. However, this method has not yet been validated for this 

purpose and its cost may be a limitation in several regions in the world with low resources. 

 

Objective 

Taking under consideration that there was no standard methodology for this specific 

situation (detecting HIV in cerebrospinal fluid), we conducted this study to compare the 

performances of the m2000rt and COBAS v2.0 assays, to propose an alternative and low-cost 

method to more used in this context (COBAS v2.0). 

 

Methods 

The study was conducted from May 2015 to July 2016. 

The sample size calculation was based on data from a pilot trial that revealed that a 

minimum of 37 samples would be needed to detect a difference of 0.20 log10 in viral load, 

with a correlation coefficient of 0.979 and a 90% power. This equation would allow a 10% 

lost.  

CSF samples were collected consecutively from 37 HIV-positive patients seen at 

Hospital de Clínicas, Porto Alegre, RS. Methods were processed according to proposed by the 

manufacturer for utilization with plasma samples. Small modifications were necessary in the 

study test (m2000rt) to neutralize any methodological differences, thus avoiding measurement 

bias: the freezing of samples was carried out at -20ºC until the moment of the analysis. 

The COBAS v2.0 test was used as a reference since it is the most commonly used method. 

Quantitative analyzes were performed with results that were within the linear range in both 

methods (n=18). To make the methods comparable, the detection limit of the m2000rt assay 

for both (40 cp/mL or 1.60 log10 cp/mL) was adopted. The results below the limit of detection 
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were presented as a categorical variable, since they are not quantifiable. The Pearson 

correlation coefficient was used to compare methods. The normality of the variables was then 

summarized calculating the estimated bias by the mean difference "đ" and standard deviation 

of the differences performed by t test for paired samples. Based on the lack of normality of 

the methods, the degree of agreement of the HIV viral load results was analyzed by the Kappa 

index. This study was approved by the Hospital de Clínicas of Porto Alegre (southern Brazil) 

Ethics Review Board, registered in the Brazil Platform as CAAE: 35072214.7.0000.532. 

 

Conclusion 

In conclusion, the m2000rt test that was modified for this trial showed good agreement 

and correlation with the most used test in this context and can be considered an alternative 

method with similar results to COBAS v2.0 and low costs in the HIV viral load quantification 

in cerebrospinal fluid. We suggest, especially in places where this method is readily available 

with an acceptable cost-benefit ratio, that the m2000rt exam should be performed. 

 

Keywords: Abbott m2000rt HIV-1; COBAS TaqMan HIV-1, version 2; m2000rt; 

COBAS v2.0; HIV; cerebrospinal fluid; central nervous systems; viral load.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

A introdução da terapia antirretroviral (TARV) diminuiu a incidência da maioria das 

doenças oportunistas em pacientes infectados pelo HIV-1, incluindo as que comprometem o 

sistema nervoso central (SNC). Entretanto, as alterações neurocognitivas associadas ao HIV 

(HAND, HIV-associated neurocognitive disorders) continuam comuns. (1) Várias explicações 

para estes resultados são possíveis. Uma delas é que a lesão cerebral que ocorre antes da 

supressão virológica sustentada pode ser apenas parcialmente revertida com a TARV.(2) 

Outra explicação é que o SNC pode ser um potencial santuário orgânico que alberga o HIV-1 

de forma saliente e que a terapia nem sempre consegue atingir. Isso permite que a replicação 

viral possa permanecer ativa, embora atenuada, mesmo com viremia plasmática abaixo do 

limite de detecção. (3–7) A preocupação crescente com as possíveis consequências dessa 

replicação, como as complicações neurológicas, além da indução de mutações de resistência 

aos fármacos no líquor (LCR) mostra a necessidade da detecção do HIV no compartimento 

cerebral. (8–13) 

O método COBAS® AmpliPrep/ COBAS® TaqMan® 48 HIV-1, version 2; Roche 

Diagnostic Systems (referido como COBAS v2.0) foi introduzido em 2008 para substituir o 

ensaio anterior na quantificação da carga viral do HIV em plasma humano.(14–16) Esse 

ensaio tem sido utilizado mundialmente para detectar a carga viral do HIV no SNC, no 

entanto, este ensaio ainda não foi validado e seus custos podem ser limitados em várias 

regiões do planeta. (17–19) Por outro lado, em muitas partes do mundo, o Abbott m2000 

RealTime HIV-1 (m2000rt) é o mais utilizado. O teste m2000rt quantifica a carga viral do 

HIV em amostras de sangue com um procedimento efetivo e de baixo custo. Por isso, desde 

abril de 2013, é adotado como método padrão pelo Ministério da Saúde (MS) visando uma 

aplicação racional dos recursos. (20) 

Ambos os ensaios destinam-se à regiões altamente conservadas do genoma do HIV-1. 

A região que codifica a integrase é localizada no gene pol no ensaio m2000rt e no gene gag 

no ensaio COBAS v2.0. Esses dois testes utilizam uma tecnologia de quantificação molecular 

de ponta (PCR em tempo real), mas diferem em todos os outros aspectos: no sistema de 

extração, no alvo dos iniciadores, no projeto da sonda e no método de quantificação. (19) 

O objetivo deste estudo foi comparar os desempenhos dos testes m2000rt e COBAS 

v2.0 ao considerar a detecção da carga viral no LCR, embora nenhum deles tenha sido 

validado, no intuito de propor um método alternativo ao mais utilizado nesse contexto 

(COBAS v2.0) e com baixos custos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Para a revisão da literatura foram consultadas as bases de dados LILACS, Scielo e 

Pubmed, utilizando as palavras chaves “Abbott m2000rt HIV-1”, “COBAS TaqMan HIV-1, 

version 2”, “m2000rt”, “COBAS v2.0”, “HIV”, “cerebrospinal fluid”, “reservoir”, “central 

nervous system”, “viral load” e suas combinações, onde 110 artigos foram selecionados para 

sustentar a questão de pesquisa. 

 

 

2.1 INFECÇÃO PELO HIV-1 NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

O HIV pode ser tão precoce, quanto infiltrar-se no SNC oito dias após a 

transmissão.(21) A infecção no cérebro é estabelecida durante a viremia primária, momento 

em que ocorre a ativação imunológica e que o HIV já pode ser detectado no LCR e no tecido 

cerebral.(21–27) No SNC, a viremia mostrou-se 2,42 vezes menor que no plasma. (21) 

O papel central da neuropatogênese do HIV é desempenhado pelos 

monócitos/macrófagos.(21–25) Macrófagos ativados e células dendríticas liberam, via 

receptores sensíveis ao patógeno, citocinas e quimiocinas que direcionam o processo de 

migração de células circulantes infectadas.(28,29) Dentre as citocinas pró-inflamatórias estão 

incluídas TNFa, IL-1β, IL-6, IL-8 e INFα, e nas quimiocinas, CCL2 e CCL5.(30,31) 

A resposta inflamatória aguda evolui a partir de uma fase vascular que envolve 

basicamente a microcirculação: ocorre vasodilatação local mediada pelas citocinas e os 

monócitos infectados ligam-se, então, às moléculas de adesão do endotélio vascular, sendo 

guiados por quimiocinas.(28,29,32) O HIV-1 aproveita-se da presença destes mediadores 

acoplados ao monócito infectado para, mais facilmente, atravessar o endotélio. Além disso, 

também utiliza as vias paracelulares, o que intensifica a entrada de mais monócitos 

carreadores de HIV-1 para o SNC.(33) Após atravessarem a barreira hematoencefálica, os 

monócitos infectados migram para o tecido inflamado, são diferenciados em macrófagos e 

serão responsáveis pela disseminação do vírus aos macrófagos fixos residentes no local.(34–

36) 

Uma vez que o SNC pode ser um compartimento isolado, a infecção local pelo HIV 

pode ter comportamento distinto. Pode ocorrer a persistência viral e a seleção de mutações do 

HIV que podem conferir resistência aos antirretrovirais (ARVs). (37–39) No caso da 
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persistência e/ou desequilíbrio da resposta à infecção, um estado de inflamação crônica é 

estabelecido.(40,41) 

Existe provavelmente uma associação bidirecional complexa entre a inflamação e a 

replicação residual do HIV-1. A inflamação residual pode contribuir para a persistência do 

HIV-1 por indução da reinfecção em células TCD4+ ativadas, regulando positivamente a 

expressão de bloqueadores do controle imunitário e das respostas imunitárias específicas ao 

HIV-1.(42) A replicação persistente do HIV-1 pode, por sua vez, contribuir para um ambiente 

inflamatório.(43,44) Como consequência, as proteínas do HIV produzidas nas células 

infectadas induzem toxicidade neuronal, e a morte neuronal pode ocorrer, por necrose ou 

apoptose, via processamento e apresentação de antígenos virais às células TCD8+, podem ser 

responsáveis pelo comprometimento das funções cognitivas e executivas dos indivíduos 

infectados. (33,45–49) 

 

 

2.2 DISTÚRBIOS NEUROCOGNITIVOS ASSOCIADOS AO HIV 

 

As complicações neurológicas mais comuns do HIV incluem: distúrbios 

neurocognitivos associados ao HIV (HAND), doença cerebrovascular e neuropatia 

periférica.(50,51) 

A HAND é descrita, clinicamente, como uma série de distúrbios que compreendem 

deficiência neurocognitiva assintomática (ANI), desordem neurocognitiva leve/moderada 

(MND) ou a forma mais grave, demência associada ao HIV (HAD).(53) A classificação dos 

distúrbios neurocognitivos depende basicamente de duas variáveis: avaliação 

neuropsicológica e avaliação do impacto da doença nas atividades da vida diária (Tabela 

1).(54) 
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Fonte: Ministério da Saude. Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para o Manejo da Infecção pelo HIV 

(2013). (52) 
 

 

Até 10% dos indivíduos com as infecções precoce e aguda podem desenvolver sinais e 

sintomas neurológicos, porém os pacientes crônicos podem desencadear complicações 

neurológicas graves, como HAD.(8,27,53) Estudos iniciais propuseram que a presença do 

RNA do HIV no SNC estivesse correlacionada com HAD, levantando a questão de por que a 

disfunção cerebral causada pelo HIV, manifestava-se como HAD somente no final da 

inflamação e em apenas alguns indivíduos.(55,56) 

No entanto, estudos recentes mostram que o HIV pode ser encontrado no SNC desde o 

início da infecção primária, permanecendo por toda essa fase da infecção. Na infecção 

primária, um alto grau de lesão do SNC pode se desenvolver a partir da infecção. Apesar de a 

maioria dos indivíduos não apresentar sintomas, mesmo na infecção primária pode ser 

estabelecido um processo inflamatório, associado ou não com lesão do SNC.(2,27,53,57) 

Durante a progressão da deficiência imunológica, e na presença de imunossupressão grave, 

essa lesão pode evoluir à irreversibilidade.(2,53) Os níveis de HIV no SNC presentes na 

infecção aguda podem variar, mas, via de regra, são menores que no plasma. (21) 

Desse modo, a hipótese é que o dano cerebral diretamente induzido pelo vírus na 

 
Tabela 1:  Distúrbios Neurocognitivos Associados ao HIV 

 
 

 

 

Alteração neurocognitiva assintomática 

(ANI, asymptomatic neurocognitive 

impairment) 

 

Alteração de ≥ 2 domínios cognitivos na 

avaliação neuropsicológica, sem 

comprometimento funcional nas 

atividades da vida diária. 

 

Desordem neurocognitiva leve/moderada 

(MND, mild neurocognitive disorder) 

 

 

Alteração de ≥ 2 domínios cognitivos na 

avaliação neuropsicológica, com 

comprometimento funcional leve a 

moderado nas atividades da vida diária. 

Demência associada ao HIV (HAD, HIV 

associated dementia) 

 

 

Alterações graves de ≥ 2 domínios 

cognitivos, com comprometimento severo 

nas atividades da vida diária. 
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infecção precoce, evolui gradativamente e se manifesta como um curso polifásico de 

deficiência neuropsicológica, motivo pelo qual a HAD se manifesta em fases mais tardias da 

infecção.(58) 

 

 

2.3 ANTIRRETROVIRAIS E O SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

A TARV desempenha um importante papel na diminuição da gravidade da lesão 

neuronal presente na infecção pelo HIV.(58) A incidência de HAD diminuiu substancialmente 

nas últimas duas décadas.(1) Ainda que não esteja direcionada diretamente para o SNC, 

geralmente, a TARV tem sido eficaz na supressão da carga viral do HIV-1 nesse 

compartimento e no compartimento periférico. No entanto, a replicação viral pode 

permanecer, mesmo com viremia no sangue estando abaixo do limite de detecção e mesmo 

que a TARV tenha sido introduzida precocemente. (3–7,59,60)  

Apesar de que, tanto o início precoce da TARV, quanto o início tardio, possam ser 

preditores de HAND, quanto antes for o início do tratamento, melhor é o resultado na 

prevenção dessas neuropatologias, evitando-se o baixo nadir de CD4, que é considerado o 

principal fator de risco associado.(1,61,62) Outros fatores relacionados à supressão 

insuficiente do HIV no LCR são a baixa adesão dos pacientes à TARV e interrupções de 

tratamentos anteriores. (8,28,63–65) Uma possibilidade provável é que o reservatório viral no 

cérebro não esteja totalmente controlado, porém, a intensificação da terapia não parece ter 

impacto na replicação viral de baixo nível.(9) 

Em um estudo realizado em 2010 por Canestri et al. (8) foram observados sintomas 

neurológicos e de escape viral no LCR apesar do tratamento suprimir o vírus no plasma. Edén 

e col. (9), nesse mesmo ano, relatam observações semelhantes a partir de uma série de 

pacientes com o sucesso no controle do HIV no plasma, documentando uma proporção 

surpreendentemente alta (10%) dos pacientes com o vírus ainda detectável no LCR, porém 

sem evidências de doença ativa do SNC.  

Os resultados apresentados a partir de um estudo realizado por Peluso MJ et al. 

(2012)(63), demonstram uma elevada concentração do HIV no LCR, associada à uma 

variedade de sintomas neurológicos, incluindo deficiência cognitiva, sensorial e motora em 

pacientes com HIV suprimido no plasma por um período longo, e com estado imunológico 

preservado. O início das manifestações de comprometimento do SNC foi, na maioria das 

vezes, subagudo, variou em termos de gravidade e progrediu ao longo do tempo. Na maioria 
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das vezes refletiram um nível de debilitação significativa e envolveram uma série de domínios 

funcionais. (63) 

No SNC, as drogas têm como alvo principal os macrófagos, porém, foi demonstrado 

que todos os fármacos, exceto os inibidores de protease, exibem atividade reduzida nessas 

células, em comparação com as células TCD4+.(66) Como consequência, podem ocorrer 

efeitos adversos nos neurônios, em função da toxicidade que ocorre na presença de altas 

concentrações de ARV. (67) 

A replicação viral na presença desses ARV pode desencadear a emergência de vírus 

com mutações associadas com resistência, que, além de servir como fonte para disseminação 

sistêmica, falha terapêutica e podem ser considerados como fatores de desenvolvimento de 

doença neurológica.(8,63,68–72) Dessa forma, alcançar níveis terapêuticos de ARVno SNC é 

essencial para o controle da replicação viral nesse compartimento. (8–12) 

 

2.4 ESCORE DE EFETIVIDADE DE PENETRAÇÃO NO SNC 

  

A estimativa da eficácia da TARV no SNC pode influenciar na escolha do tratamento. 

Nesse contexto, Letendre e colaboradores(73), propuseram um modelo que sugere que 

possivelmente exista uma janela terapêutica para a concentração de ARV no SNC, abaixo da 

qual há replicação viral e, acima, efeitos neurotóxicos. (73)  

O escore da efetividade de penetração dos ARVs no SNC (CPE, CNS penetration 

effectiveness) proposto por Letendre e colaboradores em 2008 (12) e atualizado em 2011 (73) 

é um método simples para calcular a eficácia dos regimes no SNC (Tabela 2). (12) Neste 

sistema, um ranking é definido, atribuindo hierarquicamente um valor de 1 (baixo) a 4 (alto) à 

cada ARV, com base em dados publicados sobre a eficácia no SNC, ou seja, o impacto na 

carga viral liquórica e a performance neurocognitiva, resultantes de estudos clínico 

(farmacodinâmica); as concentrações da droga no LCR (farmacocinética); e as características 

das drogas, por exemplo, a baixa ligação proteica, baixo peso molecular e maior solubilidade 

lipídica. Para a composição do esquema ARV, os valores atribuídos à cada droga são 

somados, definindo o valor de CPE. (73)  
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Tabela 2: Escore da efetividade de penetração dos antirretrovirais no sistema nervoso central (CPE). 

 4 (melhor 

penetração) 

3 2 1 (pior 

penetração) 

ITRN A Zidovudina Abacavir 

Emtricitabina 

 

Didanosina 

Lamivudina 

Estavudina 

Tenofovir 

Zalcitabina 

ITRNN B Nevirapina Delavirdina 

Efavirenz 

Etravirina  

IP C Indinavir/r Darunavir/r 

Fosamprenavir/r 

Indinavir 

Lopinavir/r 

Atazanavir 

Atazanavir/r 

Fosamprenavir 

Nelfinavir 

Ritonavir 

Saquinavir 

Saquinavir/r 

Tipranavir/r 

Inibidores de fusão/ 

Entrada 

 Maraviroque  Enfuvirtida 

Inibidores de Integrase  Raltegravir   

Adaptado de Letendre e col. (2011).(73) “/r” indica “potenciado com ritonavir”. AInibidores da Transcriptase 

Reversa Análogos de Nucleosídeos; BInibidores da Transcriptase Reversa Não Análogos de Nucleosídeos; C 

Inibidores de Protease. 

  

O fato de que alguns ARV possuem um baixo índice de CPE, permite a contínua 

replicação viral e suas consequências devastadoras. Nesse sentido, a maioria dos estudos 

publicados relatam uma associação entre regimes com maior CPE, diminuição da carga viral 

no LCR, melhores resultados neurocognitivos e uma melhor sobrevida, que ilustra a 

importância do uso de ARV com maior penetração no SNC.(12,73) Porém, não há um 

consenso quanto ao uso do CPE. (74–76) 

O CPE não se baseia em evidências científicas robustas. A maior parte dos estudos 

que o suportam não é randomizado, nem prospectivo, além de possuirem diferenças no seu 

poder. Como resultado, não existe um padrão dos efeitos potenciais no SNC.(77) Entretanto, 

considerando a informação atualmente disponível na literatura, é sugerido pelas principais 

diretrizes de tratamento(1) que, indivíduos com doença no SNC, tenham esquemas com alto 

CPE. Adicionalmente, a composição do esquema deveria contemplar pelo menos 2 

medicamentos com elevada penetração no SNC (escores 3 ou 4), incluindo preferencialmente 

um IP/r (Tabela 2). Em pacientes sem HAND, não existe evidência que demonstre o benefício 

de estruturar esquemas com medicamentos de elevada penetração no SNC. (1) 

Existem relatos em outros estudos de nenhuma associação entre CPE e os resultados 

neurocognitivos, ou mesmo, a presença de algum dano aparente.(74–76) Em um estudo, foi 
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encontrado que o risco de demência foi maior em indivíduos com baixo CD4, que iniciaram 

tratamento com regimes com alto CPE.(78) 

Um diagnóstico definitivo de distúrbios do SNC relacionados à infecção pelo HIV é 

dificultado por vários fatores.(79) A quantificação da carga viral ou próviral no LCR pode ser 

útil para o estabelecimento de um diagnóstico dos distúrbios do SNC relacionados à infecção 

pelo HIV, no controle ou cessação da replicação viral, além de poder influenciar na escolha 

do tratamento que mais se adapta ao paciente. (80,81) 

 

2.5 QUANTIFICAÇÃO DA CARGA VIRAL DO HIV 

 

Desde a sua introdução na década de 1990, a medição da carga viral plasmática 

tornou-se essencial na gestão clínica da infecção pelo HIV-1.(82) Os métodos de 

quantificação da carga viral do HIV são utilizados como indicadores de prognóstico da 

infecção pelo HIV e da eficácia do tratamento com ARV, assim como ajudam também a 

monitorar a adesão a partir de amostras de plasma. (80–82) Quando utilizados em pesquisas 

clínicas com amostras de outros compartimentos corporais, como no LCR, os ensaios de 

carga viral auxiliam à prever resultados virológicos, como por exemplo, a persistência viral no 

SNC, todavia são realizados com base na metodologia descrita para plasma, por não possuir 

um método padronizado para esse tipo de amostra. (80,81) 

O papel central desempenhado pela quantificação da carga viral aumentou 

consideravelmente a carga de trabalho do laboratório, tornando necessária uma melhoria 

tecnológica. O PCR em tempo real é o mais utilizado, pois oferece vantagens sobre os 

métodos moleculares tradicionais. Estas incluem (i) tempo de desempenho reduzido atribuído 

a tempo de ciclo reduzido, tamanho de amplicon reduzido e a eliminação de uma etapa 

adicional necessária para a detecção de produto; (Ii) sensibilidade aumentada como resultado 

do emprego de métodos de detecção de fluorescência; (Iii) diminuição da contaminação por 

transição devido ao uso de um sistema fechado para amplificação e detecção; E (iv) maior 

amplitude dinâmica. Outras melhorias foram conseguidas pela introdução de extrações 

automatizadas de ácido nucleico, resultando em testes completamente automatizados com um 

tempo de resposta médio de 2 h. (83–85) 
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2.6 ESCOLHA DO MÉTODO DE QUANTIFICAÇÃO DA CARGA VIRAL PLASMÁTICA 

PELO MINISTÉRIO DA SAÚDE(86) 

 

O Ministério da Saúde permite o acesso da população à testes de carga viral do HIV, 

levando em consideração a viabilidade e a relação custo-benefício na ampliação dos locais de 

atendimento que oferecem a testagem, especialmente, considerando os recursos limitados 

disponíveis no país. É disponibilizado um manual para servir como ponto de referência para 

os países implementarem ou ampliarem a capacidade dos testes existentes, na tentativa de 

desenvolver uma rede robusta e sustentável de testes de carga viral do HIV. Para garantir a 

escolha mais adequada na seleção do método à ser utilizado visando o gerenciamento dos 

recursos, consideram-se requisitos técnicos para realizar o teste, a logística do transporte das 

amostras e o custo. (86) 

 Embora as tecnologias atuais de carga viral compartilhem características técnicas 

comuns, diferenciam-se em termos de princípio de teste, capacidade de produção de amostra, 

custos, infra-estrutura, recursos humanos necessários e capacidade de usar manchas de sangue 

seco coletadas de indivíduos experimentados com TARV. Esses fatores são computados na 

seleção do método de quantificação viral. A escolha também baseia-se em especificidades do 

tipo de amostra e considerações operacionais, como a eficiência do sistema de transporte de 

amostras, os volumes necessários para os ensaios, os recursos humanos e os recursos técnicos. 

Por fim, dentre as considerações para a determinação de custos dos testes, são incluídos o 

custo do equipamento auxiliar, as mudanças de infra-estrutura necessárias, os materiais 

consumíveis, os controles padrões a serem utilizados, o material de garantia de qualidade, os 

contratos de manutenção, o tempo de necessidade de pessoal para operar os testes, o aluguel 

de reagentes, os preços do consórcio e o preço das múltiplas plataformas para comparação. 

(86) 

As seguintes plataformas de carga viral baseadas em laboratório comercialmente 

disponíveis são capazes de medir a carga viral de HIV (RNA ou ácidos nucleicos totais): 

COBAS® TaqMan® (Roche Molecular Systems), Abbott RealTime m2000rt (Abbott 

Molecular), NucliSENS EasyQ® (bioMérieux ), VERSANT® kPCR (Siemens Healthcare 

Diagnostics), Generic HIV Viral Load (Biocentric), VERSANT HIV RNA 3.0 Ensaio 

(bDNA), artus® HI Virus-1 RG RT-PCR e artus® HI Virus-1 QS-RGQ Kit QIAGEN). 

Destes, os mais mais amplamente utilizados incluem o COBAS® TaqMan® e o Abbott 

RealTime m2000rt, os quais são semelhantes no quesito “tecnologia molecular de ponta”, mas 
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diferem em todos os outros aspectos, como na extração, no alvo dos iniciadores, na sequência 

alvo e no método de quantificação. (19,86) No entanto, no Brasil, o método atual que superou 

os métodos comercialmente disponíveis, com relação às orientações práticas que delineiam os 

critérios à serem considerados na seleção e implementação dos ensaios de carga viral do HIV 

no mundo, foi o Abbott m2000 RealTime HIV-1 (referido como m2000). (20) 

 

2.7  ENSAIO ABBOTT M2000 REALTIME HIV-1 (20) 

 

O método “Abbott m2000 RealTime HIV-1” é um ensaio in vitro de reação em cadeia 

da polimerase em tempo real (RT-PCR) para quantificação do HIV-1 em tempo real no 

plasma de indivíduos infectados pelo HIV-1 que utiliza a técnica de RT‐PCR para gerar um 

produto amplificado a partir do genoma de RNA do HIV‐1 em amostras clínicas. (20) 

Esse método possui um sistema que automatiza uma variedade de etapas de 

processamento manual, como a pipetagem, o que ajuda a reduzir o tempo necessário para 

preparar amostras de pacientes. (20) O sistema m2000 consiste de dois instrumentos: o 

m2000sp (extração automatizada) e o instrumento m2000rt (PCR em tempo real), que 

amplifica e detecta o ácido nucléico do HIV-1 usando um único DNA linear de cadeia dupla. 

(20,87,88) 

O RNA é extraído a partir de 0,6 mL de plasma utilizando a tecnologia de 

micropartículas magnéticas. Ele é isolado e adicionado manualmente à mistura principal 

preparada, seguida pela amplificação por PCR em tempo real. A transcrição reversa, a 

amplificação por PCR e as reações de detecção/quantificação são realizadas na plataforma 

Abbott m2000rt. O intervalo de quantificação de RNA de HIV-1 do ensaio é de 40 -

10.000.000 cp/mL. (20,89) 

Durante a reação de amplificação, o RNA-alvo é convertido em cDNA pela atividade 

de transcriptase reversa da enzima termoestável rTth DNA polimerase. A quantidade da 

sequência‐alvo de HIV‐1 presente em cada ciclo de amplificação é medida com o uso de 

sondas de oligonucleotídeos marcados por fluorescência no sistema m2000rtTM. (20) 

A sonda consiste em dois fragmentos de DNA de comprimentos diferentes: o 

fragmento mais longo é complementar ao DNA alvo e é ligado a um marcador fluorescente,  

enquanto que o fragmento mais curto contém a molécula de desativação. Quando o DNA  

alvo não está presente, a sonda longa liga-se à sonda de desativação e não é detectada 

fluorescência; Quando o DNA alvo está presente, a sonda longa se liga preferencialmente ao 
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DNA alvo e é capaz de fluorescer dando um sinal quantificável. A vantagem da utilização 

destas sondas é a sua tolerância aumentada à discrepâncias, que é particularmente útil para 

vírus, tais como HIV, que são altamente mutáveis. (20,87–89) 

A concentração de RNA do HIV-1 em amostras é calculada a partir da curva de 

calibração armazenada e os resultados são reportados automaticamente na estação de trabalho 

m2000rt. Os resultados do ensaio podem ser relatados em cópias/mL (cp/mL), log10 cp/mL, 

Unidades Internacionais (UI)/mL, ou log10 UI/mL; (1 UI = 0,58 cópias, 1 cópia = 1,74 UI). 

(20) 

Este ensaio permite quatro opções de volume de amostras: 0,2 mL, 0,5 mL, 0,6 mL e 

1,0 mL. Usando 0,6 mL de volume de amostra, o intervalo linear é de 40 – 10.000.000 cp/mL 

(1.6 log10 cp/mL - 7.0 log10 cp/mL). A especificidade do ensaio é de 100% (IC 95%; 99,28 - 

100%). A sensibilidade para este volume com limite de detecção de 40 cp/mL é 100%. O 

m2000rt demonstra alta precisão em torno do ponto de decisão clínica e minimiza o risco de 

relatar um resultado de baixo nível de viremia devido ao erro aleatório. (20) 

 

 

2.8 ENSAIO COBAS® AMPLIPREP/ COBAS® TAQMAN® 48 HIV-1, version 2 (18) 

 

O ensaio “COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® 48 HIV-1, version 2” foi 

desenvolvido pela Roche Diagnostic Systems e trata-se de um teste de amplificação de ácidos 

nucleicos in vitro, totalmente automatizado. A preparação das amostras é realizada pelo 

equipamento COBAS® AmpliPrep ao passo que a amplificação e detecção do RNA são 

processadas no Analisador COBAS® TaqMan® 48. 

A técnica baseia-se em três processos principais: preparação das amostras (extração de 

RNA viral), transcrição reversa e PCR em tempo real. Como controle e para homogeneizar os 

resultados é usado um controle interno da reação, designado por Produto de Quantificação 

(PQ), que consiste numa sequência de RNA não infecciosa que contém sequências do HIV 

com prímers de ligação idênticos aos do RNA do HIV alvo e uma região única de ligação de 

sonda que permite que o “amplicon” do PQ se distinga do “amplicon” alvo. Este controle é 

incorporado em cada amostra e submetido a todo o processo.  

A preparação automatizada da amostra é realizada inicialmente a partir de 1mL de 

soro do paciente por uma técnica de captura à base de sílica. Simultaneamente processam-se 

aproximadamente 850 μL de controle positivo com níveis elevados do HIV, 850 μL de 

controle positivo com baixos níveis do HIV e 850 μL de controle negativo de plasma. As 
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partículas virais são lisadas e os ácidos nucleicos liberados durante a incubação a 

temperaturas elevadas com uma protease e tampão caotrópico. As amostras são depois 

transferidas para o Analisador COBAS® TaqMan® 48.  

A transcrição reversa e amplificação são efetuadas com a enzima termoestável 

recombinante, Thermus specie DNA polimerase (Z05). A Z05 possui atividade simultânea de 

transcriptase reversa e de polimerase de DNA.  

O uso de sondas fluorescentes duplamente marcadas (TaqMan®) possibilita a 

detecção em tempo real do acumúlo de produtos de PCR pelo monitoramento e registro da 

emissão de fluorescência. As sondas consistem em sondas oligonucleotídicas específicas para 

o HIV alvo e para o PQ. As sondas do HIV alvo e do PQ estão marcadas com substâncias que 

emitem diferentes fluorescências. As condições do processo de amplificação e quantificação 

da carga viral realizam-se de acordo com as indicações do fabricante. 

O analisador COBAS® TaqMan® 48 calcula a concentração de RNA do HIV presente 

nas amostras, comparando o sinal do HIV com o sinal do PQ em cada amostra e controle. A 

análise dos resultados é feita pelo programa informático AMPLILINK® (versão 3.2.2). 

O intervalo linear é de 20 – 10.000.000 cp/mL (33 – 1,67 x 107 UI/mL). Uma cópia de 

RNA do HIV-1 é equivalente a 1,67 UI. O fator de conversão relatado entre RNA do HIV-1 

em cp/mL e as UI/ml de HIV-1 foi determinada pela Roche Molecular Systems, Inc. em 0,6 

cp/UI (1,67 UI/cp). O limite de detecção é de 20 log10 cp/mL com Análise Probit com taxa de 

acertos > 95% ou de 33 UI/mL. A especificidade clínica foi de 99,3% (IC 95%; 98,2% - 

99,8%) e a sensibilidade de 100,0% (99,1% - 100,0%). 

 

2.9 COMPARAÇÃO ENTRE OS ENSAIOS ABBOTT REALTIME M2000 HIV-1 E 

COBAS® AMPLIPREP/ COBAS® TAQMAN® 48 HIV-1, version 2; ROCHE 

DIAGNOSTIC SYSTEMS 

 

 

O HIV-1 é caracterizado por uma ampla heterogeneidade, o que tende a dificultar a 

confiabilidade da detecção e da exatidão dos ensaios de quantificação do RNA de HIV-1. (90) 

Com a sensibilidade melhorada vem a preocupação com o aumento da freqüência de viremia 

de baixo nível que está sendo detectada e as implicações que isso pode ter para o manejo 

clínico. (91) 

Os ensaios mais recentes oferecem uma melhor sensibilidade na detecção viral: o 

COBAS v2.0 oferece um menor limite de detecção (20 cópias/mL) que o m2000rt (40 



25 

 

 

cp/mL). No entanto, os resultados com intervalos menos amplos entre os valores de carga 

viral, ou seja, mais distantes do limite de deteção do método de PCR em tempo real, podem 

traduzir-se na necessidade de mais repetições de testes e maiores custos para amostras com 

carga viral mais elevada.  

Embora geralmente estes ensaios apresentem resultados relativamente comparáveis 

(92), o seu fabricante relata que a variação e o erro tendem a aumentar nos limites inferiores 

de quantificação dos ensaios. Múltiplos estudos têm documentado a variação entre estes 

ensaios quando se medem amostras com baixos níveis de carga viral. (58,93–100) Os 

resultados terapêuticos demonstram ser influenciados pela viremia de baixo nível em alguns 

estudos, no entanto, a relevância clínica global da viremia de baixo nível permanece 

controversa. Mesmo assim, a elevada variabilidade em torno do limiar de detecção dos 

ensaios de carga viral deve ser observada, uma vez que muitos pacientes têm cargas virais 

neste nível, o que torna difícil a definição precisa da viremia.(95,101–103) 

Os blips virais são descritos como detecções transitórias de carga viral tipicamente 

abaixo de 200 cp/mL, que retornam para níveis indetectáveis, sem qualquer alteração na 

TARV.(104) Títulos baixos de RNA de HIV podem ser relatados como indetectáveis por um 

ensaio, detectáveis mas menores do que o limite de detecção por um segundo ensaio e, ao 

mesmo tempo, relatados como um valor quantitativo por um terceiro ensaio que apresente 

uma sensibilidade aumentada.  

Tanto a não detecção como a subquantificação da viremia do HIV-1, particularmente 

na faixa dinâmica mais baixa dos ensaios de carga viral, têm o potencial de gerar condutas 

clínicas sobre o uso ou alterações na TARV de forma inadequada.(19) Ou seja, quantificações 

virais intermitentes de baixo nível podem ser mal interpretadas como falha virológica 

ocasionando modificações na TARV. 

Em laboratórios que alteraram a metodologia padrão de quantificação do método 

m200rt ao COBAS v2.0, observou-se um aumento dos resultados qualitativa e 

quantitativamente detectados.(105)  Em estudos que relataram resultados de diferentes ensaios 

de quantificação da carga viral do HIV, foi observado que, em se tratando do método COBAS 

v2.0, as contagens de carga viral foram superestimadas entre 0,04–0,33 log10 cp/mL com 

relação aos outros métodos.(88,106–108) O m2000rt, por sua vez, tanto super como 

subestimou os valores de carga viral do HIV, porém, com exceção de um estudo(108), nunca 

acima de 0,5 log10/mL (Padrão Internacional da Organização Mundial da Saúde - OMS) 

considerado como ausente de significado clínico) (88,106–109). Finalmente, quando 

comparados diretamente ao Padrão Internacional da OMS, nem o m2000rt, nem o COBAS 
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v2.0 diferiram em mais de 0,5 log10, sendo que o m2000rt mostrou ligeira superestimação, e o 

COBAS v2.0, ligeira subestimação da carga viral do HIV. (109) Tais resultados são 

consistentes com os relatados por van Rensburg et al., que demonstra a subnotificação pelo 

ensaio m2000rt ao padrão, como sendo de 0,2 a 0,3 log10 cp/mL, enquanto pelo COBAS v2.0, 

o padrão foi excedido entre 0,17 a 0,31 log10 cp/mL.(109) Isto demonstra a importância de se 

utilizar uma plataforma de ensaio padrão para monitorizar dados longitudinais para um dado 

sujeito. 

O método m2000rt possui um ótimo custo-benefício associado por teste, pois, com o 

sistema totalmente automatizado, é capaz de executar 96 testes durante um tempo de 

execução de 6 horas de forma simultânea. O COBAS v2.0 também permite a execução dos 

testes no período de 6 horas, todavia, realiza metade da quantidade de testes (48 testes) que o 

método da Abbott. Com relação ao tempo de preparação da amostra, o COBAS v2.0 tem um 

tempo mais longo que o m2000rt.(110) 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

- Comparar os ensaios m2000rt, produzido pela Abbott, e o COBAS v2.0, desenvolvido pela 

Roche, considerando a detecção da carga viral do HIV-1 no líquor, para que o método de 

melhor custo-benefício, o m2000rt, possa ser amplamente utilizado nesse contexto.  

 

 

3.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

- Determinar a correlação e a concordância do método m2000rt em comparação com o 

método COBAS v2.0, o qual será usado como referência nas análises, na quantificação da 

carga viral no LCR. 
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4 JUSTIFICATIVA 

 

Esse estudo foi realizado a partir de um estudo piloto prévio que demonstrou ser 

justificável o investimento em um estudo com um tamanho de amostra suficiente para obter 

confiabilidade nos resultados demonstrados pelo piloto (os métodos foram concordantes com 

um viés de 0,183±0,349; IC 95% = -0,018 – 0,384 não significativo (p= 0,071) e com limites 

de concordância de LCS = 0,87; IC 95% = 0,54 – 1,20, e LCI = -0,51; IC 95% = -0,18 – -

0,84, para um n=14). 

Levando em consideração que não existe uma metodologia padronizada para detecção 

do HIV no líquor e que o método COBAS v2.0 é o mais amplamente utilizado nesse contexto 

em pesquisas clínicas, permitir a utilização, como método alternativo, do ensaio m2000rt, um 

método eficiente e que possui um baixo custo, é essencial para a ampliação do acesso à 

detecção do HIV no compartimento cerebral, permitindo, assim, que a busca da erradicação 

seja intensificada, uma vez que a eliminação deste reservatório é uma parte considerável desse 

processo. 
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ABSTRACT 

 

Objective: Although there is no standardized method to detect HIV in cerebrospinal 

fluid so far, the PCR COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan®48 HIV-1, version 2 (Roche 

Diagnostic Systems - COBAS v2.0) is widely used. The objective of this study was to 

compare tests performances Abbott RealTime m2000 HIV-1 (m2000rt) with COBAS v2.0.  

Design: The study was designed to compare methods.  

Settings: This study took place at the outpatient clinic of Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, Brazil, between May 2015 and July 2016.  

Subjects: Patients older than 18 years, who had a clinical indication for cerebrospinal 

fluid examination, were consecutively enrolled.  

Intervention: Assays were processed according to the methodology proposed for use 

in plasma samples. Small modifications were necessary in the m2000rt assay to neutralize 

methodological differences: the freezing of samples was performed at -20ºC until the time of 

analysis.  

Main outcome measure(s): Equivalence of HIV-1 quantification in cerebrospinal 

fluid between the two methods. 

Results: A total of 37 specimens were collected. Two were excluded due to technical 

problems. There was a 0.22 log10 copies/mL mean difference between the methods. The 

results showed a high correlation (r=0.940) between the methods. Kappa index yielded a good 

agreement between methods (0.648; p<0.001).  

Conclusions: The modified m2000rt assay demonstrated to be as effective as the 

COBAS v2.0 in detecting HIV-1 in cerebrospinal fluid. Therefore, we conclude that this assay 

can be used as an alternative test in this situation.  
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Introduction 

 

Combined antiretroviral therapy (cART) has altered the prognosis of people living 

with HIV/AIDS through the efficient control of systemic viral replication.(1–5), due to the 

restricted penetration of antiretroviral (ART) in the central nervous system (CNS), there can 

be compartmentalization of the infection in this site.(6–11) This fact might lead to the 

continuous viral replication and its consequences, the chance of viral scape to the bloodstream 

and the selection of viral resistance in the cerebral compartment and even in the 

plasma.(6,12–16) 

In this way, CNS could be characterized as a potential reservoir of HIV as its genetical 

evolution differs from the ones found in lymphoid tissue.(17–21) Therefore, the identification 

of continuous viral replication in the CNS is of vital importance for implementing treatment 

strategies that prevent CNS viral escape and its neurological and/or systemic consequences.  

In February 2008, the COBAS® AmpliPrep / COBAS® TaqMan® 48 HIV-1, version 

2; Roche Diagnostic Systems (COBAS v2.0) was introduced by Roche to replace the previous 

assay in the quantification of HIV viral load in human plasma.(22–24) Although this method 

has been validated to be used with human cerebrospinal fluid (CSF) samples, it has been 

worldwide used to detect HIV viral load in the CNS.(25,26) However, this assay has not yet 

been validated and its costs can be limitation in several regions of the planet. (27) 

On the other hand, in many parts of the world the Abbott m2000 RealTime HIV-1 

(m2000rt) is most utilized. Since 2013, the Brazilian Ministry of Health has implemented this 

assay as the standard test for testing HIV viral load in blood samples. (28) The objective of 

this study was to compare m2000rt and COBAS v2.0 tests performances when considering 

viral load detection in CSF, although none of them have been validated. 

 



40 

 

 

 

Methods 

 

Study Population and setting 

This study took place at Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), a tertiary 

referral hospital center located in Rio Grande do Sul, the southernmost state in Brazil. Patients 

older than 18 years of age were consecutively enrolled between May 2015 and July 2016, if 

they had a clinical indication for lumbar puncture procedure. Subjects with a life expectancy 

of presumably less than one year and pregnant women were excluded.  

The study was approved by the HCPA Ethics Review Board (CAAE: 

35072214.7.0000.5327). 

 

Sample Collection, Preparation and HIV viral load in Cerebrospinal Fluid 

CSF samples were collected by lumbar puncture and divided into Eppendorf tubes 

which were numbered and processed according to the methodology proposed by the 

manufacturer for utilization with plasma samples. (23,28) To neutralize any methodological 

difference and avoid measurement errors, the freezing of samples was performed at -20ºC 

until the time of analysis. 

 

Abbott RealTime m2000 HIV-1 assay (28) 

The m2000rt method is an in vitro assay of the real-time polymerase chain reaction 

(RT-PCR) for quantification of HIV-1 in plasma. The Abbott m2000sp instrument prepares 

the samples and, after sealing manually, the rack is ready to be transferred to the m2000rt. 

Results of the assay can be seen in copies/mL (cp/mL), log10 cp/mL, and in international units 

(IU/mL), or log10 IU/mL; (1 IU = 0.58 copies, 1 copy = 1.74 IU). 
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This assay allows the use of 4 different sample volumes: 0.2 mL, 0.5 mL, 0.6 mL and 

1.0 mL. If using a 0.6 mL sample volume, there is a linear range of 40 – 10.000.000 cp/mL 

(1.6 log10 cp/mL - 7.0 log10 cp/mL). The assay specificity is 100% (CI 95%; 99.28 - 100%). 

Sensitivity for this sample volume is of 100%, with a detection limit of 40 cp/mL. 

 

COBAS® AmpliPrep/ COBAS® TaqMan® 48 HIV-1, version 2; Roche 

Diagnostic Systems assay (23)  

The COBAS v2.0 method is a totally automated specimen processing in vitro assay on 

nucleic acid amplification.  Samples are prepared with a COBAS® AmpliPrep equipment. An 

automated preparation of sample is carried out initially with 1 mL of the patient serum, of 

which, 850 μL were processed and transferred to a COBAS® TaqMan® 48 Analyzer. 

The linear range of this assay is 20 – 10.000.000 cp/mL (33 - 1.67 x 107 IU/mL). A 

copy of HIV-1 RNA is equivalent to 1.67 IU. The conversion factor between HIV-1 RNA 

cp/mL and IU/mL is 0.6 cp/IU (1.67 UI/cp). The limit of detection, is 20 cp/mL or 1.30 log10 

cp/mL. The clinical specificity is 99.3% (CI 95%; 98.2% - 99.8%) and its sensitivity 100.0% 

(99.1% - 100.0%). 

 

Statistical Analysis 

Sample size calculation was based in a pilot trial (data not shown) that revealed that a 

minimum of 37 samples would be needed, to detect a difference of 0.20 log10 (SD 1.62 log10 

for COBAS v2.0 and SD 1.69 log10 for m2000rt), correlation coefficient of 0.979, with 90% 

power. This equation would allow a 10% lost. 

The statistical analysis was performed by the computer program SPSS (version 19.0). 

Even though there no standard test for quantifying viral load in CSF, the COBAS v2.0 was 

used as a reference, since it is the most widely utilized method. (25,26) Quantitative analyzes 
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were performed with results that were within the linear range in both methods (n=18). To 

make the methods comparable, the detection limit of the m2000rt assay for both (40 cp/mL or 

1.60 log10 cp/mL) was adopted. Results below limit of detection (BLD) were presented as a 

categorical variable, since they are not quantifiable. 

Pearson correlation coefficient was used to compare methods. The normality of the 

variables was then summarized by calculating the bias estimated by the mean difference “đ󠇟” 

and the SD of the differences performed by t test for paired samples. Based on the lack of 

normality of the methods, the degree of agreement of the HIV viral loads results were 

analyzed by Kappa index. HIV viral load measures were categorized according to Abbott´s 

method sensitivity and to HIV viral load detection cycles. Specimens were divided into 

detectable and undetectable (refers to BLD). The first category included samples with 

quantifiable levels of HIV within the quantification linear range, and the latter included 

samples which had unquantifiable levels of HIV, including, as well, samples that were out of 

the linear range (40-107 cp/mL or 1.60 – 7.0 log10 cp/mL). 
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Results 

 

Thirty-seven specimens were collected and 35 were considered eligible for analysis. 

Two specimens were excluded, one due to freezing problems, and the other due to an error 

presented during the processing of the sample by COBAS v2.0 assay as “invalid result 

probably due to the presence of inhibitors in the sample”. The average viral load (log10 

cp/mL) of obtained by the Roche method was 3.66±0.91 (n=18), while by the Abbott method 

was 3.44±1.07 (n=18). Table 1 shows all values found for each sample in both methods 

(n=35). Two samples that fit the <lower limit of quantification category when tested by 

COBAS v2.0 method were undetectable by m2000rt assay. 

In the dichotomous analysis (detectable versus undetectable or BLQ), Kappa 

demonstrated a good agreement (0.648; SE=0.127; p<0.001). Agreement between methods 

occurred with 29 specimens (77%) in the two categories: detectable (18 samples) and 

undetectable (11 samples). There was a lack of agreement in 6 specimens: 5 were BLD for 

HIV by the m2000rt and 1 was BLD by the COBAS v2.0 method. Using the COBAS v2.0 as 

reference, 72% of the samples (18/23) agreed with the other method in the detectable 

category, the same way that in the undetectable there was an agreement of 90% (11/12), as 

seen in Table 2.  

A high correlation was showed between methods in HIV viral load quantification 

(r=0.940; p<0.01; n=18) (Figure 1). The t test for paired samples generated an average 

difference of 0.22 log10 cp/mL (p=0.025; 95% CI = 0.032–0.408). 
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Discussion 

 

To our knowledge this is the first study that shows an important agreement and 

correlation between the methods for HIV-1 viral load quantification in CSF. Through the 

comparison between two real-time PCR methods to measure HIV CSF viral load, we have 

found an agreement between the methods in the dichotomous analysis (detectable versus 

undetectable or BLQ), and a high correlation in their quantified HIV viral load levels using 

the COBAS v2.0 as a reference method. Therefore, the m2000rt could be considered an 

alternative method to COBAS v2.0 in that situation.  

Our results have shown that both methods agreed with the distribution of samples 

among the categories. The agreement rate between assays was 77%, which reflects that our 

findings were not randomly achieved. Nevertheless, two samples that fit the <lower limit of 

quantification category when tested by COBAS v2.0 method (20 log10 cp/mL) were 

undetectable by m2000rt assay. This sensitivity disagreement could be resulted from the 

differences between methods, as the limits of detection differ among assays, and the presence 

or lack of viraemia could influence the agreement rates. Furthermore, there were 5 specimens 

that were detectable only by the reference method and only one was solely detectable by the 

m2000rt assay. This might reflect the higher sensitivity of the reference method. 

The study has some weakness as the t test for paired samples revealed statistical 

significance in differences between the methods (0.22 log10). However, from a clinical point 

of view, according to the WHO International Standard, only a difference above 0.5 log10 

cp/mL is considered significant.(29) Variations that occur are accepted due to a difference in 

the methodologies, as for instance, divergence in sample volumes used in each assay. 

Moreover, if the same analysis were repeated with the same specimen and with the same 
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instrument disagreements might have happened, although they are not considered to be 

clinically relevant. (29) 

It is also essential to realize that the appropriate technology should also be selected 

based on the cost and the expertise available. CSF HIV viral load has not been routinely 

monitored due to its complexity, and in some areas due to restrained sources. In this context, 

the m2000rt assay could make it easier to be done in certain circumstances, as for instance, in 

Brazil it is widely used with a lower cost as compared to the COBAS method.(28) This will 

help to identify situations in which the CNS works as a sanctuary, an HIV reservoir that could 

perpetuate the infection or a place for resistance to be developed.  

In conclusion, the m2000rt could be considered an alternative method to COBAS v2.0 

to measure HIV CSF viral load. The results found in our study showed good agreement and 

correlation between methods. The modified m2000rt test displayed similarities to the assay 

most used in literature (COBAS v2.0).(25,26) We suggest, mainly in regions that this method 

is readily available, with an acceptable cost-benefit ratio, that the m2000rt exam should be 

performed. Our findings should enable to more easily quantify HIV in CSF, with similar 

results, and at lower costs in certain places of the world.  
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Table 1: HIV viral load results by Abbott m2000 RealTime and COBAS TaqMan v2.0 (log10 cp/mL) 

Sample Abbott m2000rt (log10 cp/mL) COBAS v2.0 (log10 cp/mL) 

1 4.02 4.19 

2 3.20 3.11 

3 2.71 2.79 

4 3.03 2.92 

5 2.67 3.35 

6 4.73 4.52 

7 4.73 4.62 

8 BLQ 2.29 

9 2.14 2.99 

10 BLQ (U) BLQ (U) 

11 5.21 5.40 

12 BLQ (U) BLQ (U) 

13 2.74 3.21 

14 5.01 4.95 

15 2.93 2.72 

16 BLQ (U) BLQ 

17 4.44 4.60 

18 1.68 BLQ (U) 

19 BLQ (U) BLQ (U) 

20 BLQ (U) BLQ (1.35) 

21 BLQ (U) 1.78 

22 BLQ (U) BLQ (U) 

23 BLQ (U) BLQ (U) 

24 1.75 2.48 

25 BLQ (U) 1.62 

26 BLQ 1.80 

27 4.20 4.58 

28 2.79 3.61 

29 2.14 2.64 

30 BLQ (U) BLQ 

31 3.55 3.27 

32 BLQ (U) 1.95 

33 BLQ (U) BLQ (U) 

34 BLQ (U) BLQ (1.54) 

35 BLQ (U) BLQ (U) 

*U refers to undetectable; bellow detection limit (BLQ) is 1.60 log10 cp/mL. BLQ (U): individuals with 

undetectable HIV viral load in CSF; BLQ: detectable below detection limit; samples that were detectable by 

COBAS v2.0 method (detection limit is 1.30 log10 cp/mL) but below detection limit of Abbott method (1.60 

log10 cp/mL). 
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Table 2: Distribution of HIV viral load to detectable and undetectable (bellow limit of detection) results by 

Abbott m2000 RealTime and COBAS TaqMan v2.0 

 

 

 

Abbott m2000 RealTime 

 

COBAS TaqMan v2.0 

Detectable Undetectable (BLQ)a Total 

19 (54%)  16 (46%) 35 

23 (66%) 12 (34%) 35 

Total 42 28 70 

Prevalence of Abbott m2000rt results 45,2% 57,1% OR = 0.792 

a. BLQ: bellow limit of quantification. 
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Figure 1: Correlation between Abbott m2000 RealTime and COBAS TaqMan v2.0 methods on HIV 

viral load quantification in cerebrospinal fluid. 


