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DESCRIPCION
Procedimientos para medir particulas de virus libres de células a partir de gotas de sangre seca
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al campo de la mediciéon de la concentracion virica en la sangre y, mas en particular,
a procedimientos para medir particulas de virus libres de células a partir de gotas de sangre seca.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En 2013, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) revisé las pautas actuales de prevencion y tratamiento de la
infeccion por el VIH e hizo hincapié en laimportancia de la prueba de determinacién de la concentracion virica (CV) del
VIH en el tratamiento de pacientes positivos para el VIH. En lugar de cuadros clinicos iniciales y recuentos de células
CD4, la OMS recomienda encarecidamente el uso de una prueba de determinacion de la concentracion virica del VIH
para vigilar el tratamiento antirretrovirico (TAR) de la infeccién por el VIH y reducir el limite del nivel de la CV
plasmatica del VIH de 5000 copias/ml a 1000 copias/ml para alcanzar la eficacia terapéutica. En otras palabras, si los
pacientes con infeccion por el VIH en TAR tienen un valor virico en plasma mayor de 1000 copias/ml, se considerara
un fracaso del tratamiento farmacoldgico. Las respuestas al fracaso del tratamiento, tal como el asesoramiento sobre
la adherencia, la prueba de determinacion de la resistencia a los farmacos y las pautas de tratamiento de segunda
linea, requieren mucho tiempo y son costosas, y solo deben usarse si es necesario.

Después de la infeccién, el virus del VIH no solo comienza a replicarse por si solo en las células infectadas, sino que
también integra su ADNc en los cromosomas del huésped como ADN provirico del VIH latente (Greene, W.C. y
Peterlin, B.M., 2002, Charting HIV's remarkable voyage through the cell, Nat Med. 8(7): 673-80; Blankson, J.N., D.
Persaud, R.F. Siliciano, 2002, The Challenge of Viral Reservoirs in HIV-1 Infection, Annu. Rev. Med. 53:557-593). La
concentracion virica del VIH normalmente se mide usando plasma como tipo de muestra. Sin embargo, en entornos
con recursos limitados, tales como Africa, las muestras de plasma pueden no obtenerse, almacenarse, transferirse ni
someterse a prueba facilmente (Organizacién Mundial de la Salud 2013, Consolidated guidelines on the use of
antiretroviral drugs for treating and preventing HIV infection: recommendations for a public health approach.
Organizacion Mundial de la Salud, Ginebra). Las gotas de sangre seca (DBS) se han evaluado como una solucion para
la prueba de determinacion de la concentracion virica del VIH en los entornos con recursos limitados, con éxito limitado
(Smit PW et al., 2014, Systematic review of the use of dried blood spots for monitoring HIV viral load and for early infant
diagnosis, PLoS ONE. 9(3): e86461; Bertagnolio, S. N.T. Parkin, M. Jordan, J. Brooks, J.G. Garcia-Lerma, 2010; Dried
blood spots for HIV-1 Drug Resistance and Viral Load Testing: A Review of Current Knowledge and WHO Efforts for
Global HIV Drug Resistance Surveillance, AIDS Rev. 12:195-208; Johannessen, A, 2010; Dried blood spots in HIV
monitoring: applications in resource-limited settings, Bioanalysis. 2(11):1893-1908). Ademas, las muestras de gotas de
sangre seca se han evaluado como una solucién para la prueba de determinacion de la concentracién virica del VHB
sin considerar la exactitud de la medicion (Mohamed S. et al., Dried blood spot sampling for HBV serology and
molecular testing, PloS ONE, 8(4): e61077). Roche Molecular Diagnostics (RMD) tiene un producto para uso en
investigacion exclusivamente (RUO), desarrollado en 2009, que usa la prueba del VIH-1 con PCR en tiempo real
COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® (CAP/CTM) v2.0 y el procedimiento con gotas de liquidos secas (DFSP), para
medir la concentracion virica del VIH en DBS. Por desgracia, cuando se someten a prueba muestras de plasmay DBS
pareadas, la prueba DFSP produce valores de concentracion virica méas altos en comparaciéon con los valores de
referencia en plasma. Esta sobreestimacion es particularmente pronunciada en muestras con concentraciones viricas
plasmaticas de menos de 5.000 copias/ml, probablemente debido a la deteccion de ADN y ARN del VIH asociados a
células.

De acuerdo con el procedimiento de DFSP del VIH-1 CAP/CTM, la DBS con VIH se incuba primero con un agente
caotropico: el tampon de preextraccién de muestras (SPEX) y el total de &cidos nucleicos, incluyendo el ARN virico del
VIH en los liquidos sanguineos, mas ADN y ARN del VIH asociados a otras células, tales como ADN provirico del VIH,
se extraen y se eluyen de la DBS en el tampon SPEX.

A continuacion, el tampdn extraido se coloca en el instrumento CAP/CTM para la purificacion de acidos nucleicos
seguido de la amplificacion y deteccién especificas del VIH. Las metodologias de extraccién de acidos nucleicos
actualmente existentes para la medicion de la CV del VIH en DBS lisan completamente todas las células y
desnaturalizan todos los complejos de proteinas, lo que permite la extraccion completa de los &cidos nucleicos totales
de la DBS, incluyendo las particulas viricas del VIH libres en los liquidos sanguineos y el ARN y ADN del VIH
asociados a células.

La sobrecuantificacion de la CV del VIH en DBS es un problema no solo con el ensayo en DBS de Roche, sino que
también se observa con otros ensayos disponibles comercialmente, tales como el ensayo en DBS para el VIH de
Abbott. En las comunidades médicas y cientificas sobre el VIH, se ha especulado que el ADN del VIH presente en las
células infectadas por el VIH en las DBS provoca la sobrecuantificacion de la concentracion virica, aunque los
mecanismos exactos de este fenédmeno de sobrecuantificacion no estan claros ni demostrados (Médecins Sans
Frontieres Access Campaign, 2013). La sobreestimacion en DBS se puede mejorar pero no eliminar por
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procedimientos de amplificacion que tienen especificidad por el ARN con respecto al ADN (por ejemplo, el
procedimiento NASBA usado por BioMerieux NucIiSENS®). Sigue habiendo una necesidad de procedimientos
alternativos que aborden los desafios de la sobrecuantificacion de CV del VIH en una muestra.

SUMARIO DE LA INVENCION

Una solucién para la sobreestimacion en DBS puede ser eliminar de la muestra tanto el ARN como el ADN asociados
a células, dejando que solo se detecte el virus libre de células, similar a una muestra de plasma. Esto puede evitar los
costosos errores de clasificacién de pacientes como fracasos de tratamiento. Dichos procedimientos y beneficios
relacionados se describen en la presente divulgacion.

La presente invencion se define por las reivindicaciones adjuntas. La divulgacion se refiere a un procedimiento para
medir acidos nucleicos y/o particulas de virus libres de células a partir de gotas de sangre seca. El procedimiento
puede incluir las etapas de rehidratar una muestra de sangre seca aplicando una soluciéon tampén a la muestra de
sangre seca para producir una muestra de sangre seca rehidratada; opcionalmente, fijar células presentes en la
muestra de sangre seca rehidratada con un reactivo de fijacion para contener el ARN y/o el ADN asociados a células
con las células; eluir los acidos nucleicos y/o particulas de virus libres de células de la muestra de sangre seca
rehidratada con un reactivo de elucién que eluye preferentemente particulas de virus libres de células sin alterar el
ARN y/o ADN asociados a células; separar los acidos nucleicos y/o particulas de virus libres de células de cualquier
residuo celular que pueda estar presente en la muestra de sangre seca rehidratada por medio de un filtro; y medir
acidos nucleicos y/o particulas de virus libres de células mediante una técnica de cuantificacién de particulas de virus
seleccionada del grupo que consiste en cuantificacién de acidos nucleicos especificos para la secuencia, ensayo de
inmunoadsorcion enzimatica (ELISA), reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacién isotérmica de &cidos
nucleicos, hibridacion de acidos nucleicos, hibridacion in situ y microscopia electronica.

De acuerdo con la presente divulgacion, las particulas de virus que se van a medir en las DBS pueden ser uno o mas
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus linfétropo de linfocitos T humanos 1 0 2 (HTLV-1 o 2), virus de la
hepatitis C (VHC), virus de la hepatitis B (VHB), citomegalovirus (CMV) (por ejemplo, CMV humano) y virus de
Epstein-Barr (VEB). Un modo de realizacién de la soluciéon tampdn puede incluir un reactivo de fijacién y un reactivo de
elucion. Un modo de realizacion del reactivo de fijacién puede ser metanol y un modo de realizacién del reactivo de
elucion puede ser solucién salina tamponada con fosfato u otros tampones adecuados. En algunos modos de
realizacién del procedimiento, la etapa de separacion puede incluir filtracion por columna de centrifugado, filtracion por
vacio o centrifugacion. Los modos de realizacion pueden incluir un filtro que tiene tamafios de poros con un intervalo
de entre aproximadamente 0,1 um a aproximadamente 100 pum, por ejemplo, entre aproximadamente 20 um a
aproximadamente 80 pm, por ejemplo, entre aproximadamente 30 um a aproximadamente 70 um, por ejemplo, entre
aproximadamente 40 um a aproximadamente 60 pum.

Preferentemente de acuerdo con la presente invencion, la solucién tampén comprende PBS. En un modo de
realizacién adicional, la solucion tampdn comprende la solucién de elucion. En otro modo de realizacion, la solucion de
eluciéon comprende PBS.

Los detalles de uno o mas modos de realizacion de la divulgacion se exponen en los dibujos adjuntos y la descripcion
a continuacion. Otras caracteristicas, objetivos y ventajas de la divulgacion seran evidentes a partir de los dibujos y la
descripcion detallada, y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIGURA 1 muestra una vista esquematica del ciclo de vida del virus VIH. Después de que una célula huésped se
infecta por el virus VIH, el genoma del ARN virico se retrotranscribe por la transcriptasa inversa codificada por el virus
al ADNc. El ADNc se integra a continuacion en el ADN cromosdmico del huésped, que forma un ADN provirico.
Genomas de ARN virico del VIH adicionales se transcriben desde el ADN provirico y se transportan al citoplasma para
el ensamblaje de particulas viricas. El virus VIH madurado brota de las células infectadas y se convierte en una
particula virica libre.

La FIGURA 2 muestra una vista esquematica de un modo de realizacién ejemplar de una configuracion para medir
particulas de virus libres de células a partir de gotas de sangre seca. Una muestra de un paciente con infeccion por el
VIH con DBS en papel de filtro Whatman se coloca primero en una columna de centrifugado y se incuba con un tampon
de fijacion/elucion o extraccion. Después de la extraccion de particulas viricas de la DBS, el tampén que contiene los
virus se pasa a través de un filtro en la columna de centrifugado, por ejemplo, por centrifugacion o bien por vacio. El
tampon de transferencia recolectado se coloca a continuacion en el CAP/CTM para otra preparacion de la muestra y la
amplificacion y deteccion de la diana.

La FIGURA 3 muestra una vista esquematica detallada de un modo de realizacion ejemplar de un procedimiento para
medir particulas de virus libres de células a partir de DBS fijada en papel de filtro Whatman 903. Tras la rehidratacion y
la fijacion, la mayoria de las células sanguineas permanecen en la superficie del papel de filtro y el ADN y ARN del VIH
asociados a células estan contenidos en las células infectadas, mientras que las particulas viricas libres de células se
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desactivan en el tampén de elucion. Algunas células sanguineas, incluyendo células infectadas por el VIH y residuos
celulares, también se pueden disociar con el papel de filtro 903. Cuando se realiza la centrifugacion, el filtro de
columna de centrifugado evita que las células o los residuos celulares pasen a través de él, pero no los virus libres de
células eluidos, y los virus VIH libres de células se recolectan de la solucién de transferencia.

La FIGURA 4 muestra el rendimiento analitico de la elucién en SPEX y PBS de gotas de sangre seca, en relaciéon con
la concentracién virica plasmatica.

La FIGURA 5 muestra la correlacion clinica entre las concentraciones viricas en DBS y plasmaticas, usando elucion en
PBS. Se ha aplicado un factor de correccién de 0,6 log.

La FIGURA 6 muestra un gréafico de sesgos que compara los procedimientos de concentracion virica en DBS con la
concentracion virica plasmatica como procedimiento de referencia.

La FIGURA 7 muestra la correlacion y la concordancia de las mediciones de concentracion virica a partir de DBS con
plasma.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Si bien hay productos disponibles que reducen la contribucion del ADN asociado a células a la medicion de la
concentracion virica en DBS, los procedimientos descritos en el presente documento pueden reducir tanto el ARN
asociado a células como el ADN asociado a células. Los procedimientos descritos son faciles de realizar y no
requieren instrumentos complicados ni tratamientos bioquimicos. Es importante destacar que los procedimientos no
alteran los procedimientos de recoleccion de muestras actualmente existentes para DBS, ni cambian los protocolos
posteriores existentes, por ejemplo, el producto del DFSP del VIH-1 CAP/CTM de RMD.

Rehidratar una DBS (por ejemplo, una DBS con VIH) con una solucién o un tamp6n de extraccion que solo puede eluir
las particulas viricas libres de células (por ejemplo, particulas viricas del VIH libres de células) de la DBS rehidratada
sin alterar las células o los residuos celulares en la DBS puede permitir la separacion de las particulas mas pequefias
libres de células de los residuos asociados a células de mayor tamafio. La medicion de la concentracion virica (CV)
(por ejemplo, CV del VIH) de las particulas de virus liberadas se puede realizar entonces sin interferencia del ARN y
ADN asociados a células (por ejemplo, ARN y ADN del VIH).

En un aspecto de la invencién, una DBS (por ejemplo, una DBS con VIH) se rehidrata en una solucién tampén. En un
modo de realizacion, la solucion tampon comprende un tampoén biolégico y un reactivo de fijacion. Por ejemplo, se
puede usar solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (el tampdn biol6gico) con metanol (el reactivo de fijacién),
que puede eluir preferentemente particulas viricas libres de células (por ejemplo, particulas de VIH libres de células),
pero sin alterar las células infectadas (por ejemplo, células infectadas por el VIH con ARN del VIH asociado a células y
ADN provirico) en una DBS rehidratada (por ejemplo, una DBS con VIH). Se pueden usar modos de realizacion
ejemplares de los reactivos de fijacion (o reactivos fijadores y deshidratantes), tales como metanol, etanol,
formaldehido, cloroformo y/o acetona. El modo de realizacion ejemplar del tampdn de elucion puede incluir soluciones
tamponadas con fosfato, tales como PBS. El PBS es un tampo6n normal que estéa cerca de las condiciones fisiolégicas
humanas y el metanol puede fijar células precipitando proteinas. El metanol se ha usado ampliamente como un fijador
suave en los inmunoensayos. Cuando una DBS (por ejemplo, una DBS con VIH) se trata con PBS mas metanol, el
ARN y ADN viricos asociados a células (por ejemplo, ARN y ADN del VIH) pueden estar contenidos en las células fijas,
mientras que las particulas viricas libres de células (por ejemplo, particulas del VIH) se pueden eluir de la DBS
rehidratada con PBS. Aunque la tasa de recuperacion del virus libre de células con esta solucién de PBS/metanol
puede ser mas baja que con el tampdn SPEX, es posible que esta solucidon pueda disminuir significativamente la
liberacion de ADN y ARN viricos asociados a células (por ejemplo, ADN y ARN del VIH) de la DBS (véase los
ejemplos). Optimizar los protocolos y procedimientos experimentales puede aumentar la tasa de recuperacion de virus
de la DBS. Ademas, en algunos modos de realizacién de los procedimientos descritos se pueden usar otros tampones
y sus combinaciones con disolventes que tienen propiedades similares a PBS/metanol.

En otro aspecto de la invencion, una DBS (por ejemplo, una DBS con VIH) se rehidrata en una soluciéon tampén en
ausencia de un reactivo de fijacién. En un modo de realizacion adicional, la DBS se rehidrata en una solucion tampon
que comprende un tampon biolégico. En otro modo de realizacion, el tampon biolégico es PBS. En otro modo de
realizacion, la solucién tampon esta libre de un reactivo de fijacion. La solucion tampén que contiene PBS se puede ser
usar para eluir preferentemente particulas viricas libres de células (por ejemplo, particulas viricas de VIH libres de
células) sin alteracion de las células infectadas (por ejemplo, células infectadas por el VIH que contienen ARN del VIH
asociado a células y ADN provirico) que estan presentes en la DBS rehidratada. Cuando la DBS se trata con PBS, el
ARN y ADN asociados a células pueden estar contenidos en las células fijadas, mientras que las particulas viricas
libres de células se pueden eluir de la DBS rehidratada con PBS. En un modo de realizaciéon, la DBS es una DBS con
VIH.

En un aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para medir particulas de virus libres de
células a partir de una gota de sangre seca (DBS). En un modo de realizacion, el procedimiento comprende la etapa de
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rehidratar una muestra de sangre seca aplicando una solucién tampén a la muestra de sangre seca para producir una
muestra de sangre seca rehidratada. En otro modo de realizacion, el procedimiento comprende la etapa de eluir
particulas de virus libres de células de la muestra de sangre seca rehidratada con un reactivo de elucién. En otro modo
de realizacion, el reactivo de elucion eluye preferentemente particulas de virus libres de células sin alterar el ARN y/o
ADN asociados a células. En un modo de realizacion adicional, el procedimiento comprende la etapa de separar los
virus libres de células de cualquier residuo celular que pueda estar presente en la muestra de sangre seca rehidratada.
En un modo de realizacion, la separacion es por medio de un filtro. En otro modo de realizacion, la etapa de separacion
es opcional. En otro modo de realizacién, el procedimiento comprende la etapa de medir particulas de virus libres de
células mediante una técnica de cuantificacion de particulas viricas. En otro modo de realizacion, las particulas de
virus son particulas de virus de ARN o ADN. En un modo de realizacién adicional, las particulas de virus de ARN o
ADN estan presentes en una solucién acuosa durante la etapa de rehidratacion (la solucion tampén acuosa) y durante
la etapa de elucién (la solucion de elucién acuosa) de manera que son adecuadas para su uso en las etapas de
separacion y/o de medicion del procedimiento.

Para reducir aun mas la contaminacion del ARN y ARN viricos (por ejemplo, VIH) asociados con células de la DBS
rehidratada, los eluidos extraidos con PBS/metanol (o PBS solo) se pueden pasar a través de un filtro, lo que permite
una separacion adicional de las particulas de virus eluidas de los residuos celulares de mayor tamafio que
posiblemente se hayan desprendido de la DBS durante la extraccion. Los filtros de columna de centrifugado estan
disponibles con tamafios de poros definidos. Otros procedimientos de separacion, tales como filtracién al vacio o
centrifugacion, pueden aumentar el rendimiento de este procedimiento. Los expertos en la técnica apreciaran que
pueden ser adecuados otros procedimientos de separacion. En un modo de realizacién, la DBS es una DBS con VIH.

Los procedimientos descritos de la presente solicitud también se pueden aplicar para el aislamiento de otros virus
transmitidos por la sangre a partir de DBS o sangre entera, tales como HTLV, VHC, VHB o similares. Ademas, los
procedimientos se pueden extender para aislar pequefias moléculas bioquimicas, tales como pequefios acidos
nucleicos o polipéptidos, de células grandes o residuos celulares. Por ejemplo, los procedimientos se pueden usar
para recolectar &cidos nucleicos o antigenos especificos de tumores libres de células a partir de sangre entera sin
interferencias de grandes cantidades de ADN cromosémico y residuos celulares. Los procedimientos también se
pueden usar para enriquecer ADN fetal circulante de muestras de DBS maternas.

La medicion periédica de la concentracién virica es una herramienta importante para guiar las pautas de tratamiento de
los sujetos infectados, especialmente aquellos en tratamiento antivirico (por ejemplo, tratamiento antirretrovirico)
(Arredondo et al., J. Clin. Microbiol., 2012, 50(3):569). Como se analiza en el presente documento, la medicién de la
concentracion virica en plasma se enfrenta a determinados desafios en entornos con recursos limitados y la medicion
de la concentracion virica en muestras de sangre seca ha tenido un éxito limitado. Los procedimientos de la presente
invencion se pueden usar para obtener una medicion de la concentracion virica a partir de una muestra de sangre seca
que concuerde con una medicion de la concentracion virica (CV) a partir de una muestra de plasma. El término
"concordancia" o "concordante con" como se usa en el presente documento se refiere al grado en que al menos dos
mediciones de la concentracion virica estéan en un estado de acuerdo estadistico. En algunos modos de realizacion, la
concordancia de una medicion de la CV de una muestra de sangre seca con una medicion de la CV plasmética esta
entre aproximadamente un 85 % y aproximadamente un 99 %. En otros modos de realizacion, la concordancia es de al
menos aproximadamente un 85 %, al menos aproximadamente un 86 %, al menos aproximadamente un 87 %, al
menos aproximadamente un 88 %, al menos aproximadamente un 89 %, al menos aproximadamente un 90 %, al
menos aproximadamente un 91 %, al menos aproximadamente un 92 %, al menos aproximadamente un 93 %, al
menos aproximadamente un 94 %, al menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 96 %, al
menos aproximadamente un 97 %, al menos aproximadamente un 98 % o al menos aproximadamente un 99 %. Este
tipo de concordancia se aplica en el contexto de un punto de decision médica para un paciente antes, durante o
después del tratamiento antivirico. En un punto de decision médica, es frecuente medir la concentracién virica del VIH
en una muestra de un paciente por el logio del nimero de copias (cp) de virus por ml (o logio cp/ml). En general, el
limite para la concentracion virica (CV) del VIH es de 1000 cp/ml, donde una medicién >1000 cp/ml o0 <1000 cp/ml guia
una decision médica. Por ejemplo, dependiendo de la cp/ml medida, la decisién médica podria ser iniciar una pauta de
tratamiento de la infeccion por el VIH, asi como continuar, maodificar o interrumpir una pauta de tratamiento existente de
la infeccion por el VIH. Por ejemplo, para un paciente con infeccién por el VIH que recibe tratamiento antirretrovirico,
una medicién posterior de >1000 cp/ml del VIH indicaria que el tratamiento existente no ha tenido éxito, mientras que
una medicién de <1000 cp/ml del VIH indicaria que el tratamiento existente ha tenido éxito. Por lo tanto, la
concordancia entre las mediciones de la concentracién virica a partir de una muestra de sangre secay a partir de una
muestra de plasma significa que las cp/ml demuestran una correlacion estadisticamente significativa en el contexto de
un punto de decisién médica. Como se describe en la tabla 3.2 del ejemplo 3, se usaron muestras pareadas de 196
muestras de pacientes para obtener mediciones de la concentracion virica a partir de una muestra de plasma y de un
procedimiento de muestra de sangre seca de acuerdo con los procedimientos de la presente invenciéon (también
conocida como elucidn de virus libre o proceso FVE). De las 196 muestras pareadas, (i) se encontrd que 93 tenian una
CV de <1000 cp/ml para muestras tanto de plasmay como de sangre seca; (ii) se encontré que 93 tenian una CV de
>1000 cp/ml para muestras tanto de plasma como de sangre seca; y (iii) se encontré que solo 10 tenian >1000 cp/ml
en plasma y <1000 cp/ml en muestras de sangre seca. Por consiguiente, la concordancia global de las muestras de
sangre seca con las de plasma fue alta, de un 95 %. Por el contrario, y como se muestra en la tabla 3.1, la
concordancia global de las muestras de sangre seca con las de plasma usando el protocolo de gota de liquido seco
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(DFSP) fue mucho menor debido al hecho de que, de las 196 muestras pareadas, se encontré que 64 tenian
>1000 cp/ml en plasma pero <1000 cp/ml en muestras de sangre seca. Por consiguiente, la concordancia global de las
muestras de sangre seca con las de plasma fue solo de un 67 %.

En otro aspecto, la presente invencidon proporciona procedimientos en los cuales el limite de mediciéon de la
concentracion virica (CV) del VIH para fines de guiar una decision médica esté entre aproximadamente 1000 cp/mly
aproximadamente 5000 cp/ml, en el que una medicién de CV > el limite indicaria que un tratamiento existente no ha
tenido éxito, mientras que una medicion de la CV < el limite indicaria que un tratamiento existente ha tenido éxito. En
otros modos de realizacion, el limite de medicion de la CV es aproximadamente 1100 cp/ml, aproximadamente
1200 cp/ml, aproximadamente 1300 cp/ml, aproximadamente 1400 cp/ml, aproximadamente 1500 cp/ml,
aproximadamente 1600 cp/ml, aproximadamente 1700 cp/ml, aproximadamente 1800 cp/ml, aproximadamente
1900 cp/ml, aproximadamente 2000 cp/ml, aproximadamente 2100 cp/ml, aproximadamente 2200 cp/ml,
aproximadamente 2300 cp/ml, aproximadamente 2400 cp/ml, aproximadamente 2500 cp/ml, aproximadamente
2600 cp/ml, aproximadamente 2700 cp/ml, aproximadamente 2800 cp/ml, aproximadamente 2900 cp/ml,
aproximadamente 3000 cp/ml, aproximadamente 3100 cp/ml, aproximadamente 3200 cp/ml, aproximadamente
3300 cp/ml, aproximadamente 3400 cp/ml, aproximadamente 3500 cp/ml, aproximadamente 3600 cp/ml,
aproximadamente 3700 cp/ml, aproximadamente 3800 cp/ml, aproximadamente 3900 cp/ml, aproximadamente
4000 cp/ml, aproximadamente 4100 cp/ml, aproximadamente 4200 cp/ml, aproximadamente 4300 cp/ml,
aproximadamente 4400 cp/ml, aproximadamente 4500 cp/ml, aproximadamente 4600 cp/ml, aproximadamente
4700 cp/ml, aproximadamente 4800 cp/ml, aproximadamente 4900 cp/ml o aproximadamente 5000 cp/ml.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para obtener una medicién de la concentracién
virica a partir de una muestra de sangre seca que concuerda con una medicion de la concentracion virica a partir de
una muestra de plasma. En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para medir particulas de
virus libres de células a partir de muestras de sangre seca (por ejemplo, gotas de sangre seca). En un modo de
realizacion, el procedimiento comprende la etapa de rehidratar una muestra de sangre seca con una solucion tampon.
En otro modo de realizacion, se sospecha que la muestra de sangre seca contiene particulas de virus. En otros modos
de realizacion, la soluciéon tampén comprende PBS. En un modo de realizacion adicional, la etapa de rehidratacion va
seguida de una etapa de elucién.

En otro modo de realizacion, el procedimiento comprende la etapa de eluir particulas de virus libres de células de la
muestra de sangre seca rehidratada con un reactivo de elucion que preferentemente eluye particulas de virus libres de
células sin alterar el acido nucleico asociado a células (o eluye particulas de virus libres de células en ausencia de
alteracion del acido nucleico asociado a células). En un modo de realizacion, el acido nucleico asociado a células es
ARN y/o ADN. En un modo de realizacion adicional, el reactivo de elucion es el mismo que la soluciéon tampoén de la
etapa de rehidratacion. En un modo de realizacion adicional, la etapa de elucién va seguida de una etapa de
separacion.

En otro modo de realizacion, el procedimiento comprende la etapa de incubar una muestra de sangre seca en una
soluciéon tampon para rehidratar la muestra de sangre seca y eluir particulas de virus libres de células sin alterar el
acido nucleico asociado a células (o eluir particulas de virus libres de células en ausencia de alteracion del acido
nucleico asociado a células). En un modo de realizacion adicional, la etapa de incubacion va seguida de una etapa de
separacion.

En otro modo de realizacion, el procedimiento comprende la etapa de separar el virus libre de células de la muestra de
sangre seca rehidratada. En un modo de realizacion, la etapa de separacion comprende separar el virus libre de
células de cualquier residuo celular que pueda estar presente en la muestra de sangre seca rehidratada. En otro modo
de realizacion, la etapa de separacion comprende filtracion, incluyendo, sin limitacion, filtracion en columna de
centrifugado por centrifugacion o vacio. En algunos modos de realizacién, la filtracion comprende el uso de un filtro que
tiene un tamafio de poro de entre aproximadamente 0,1 pm a aproximadamente 100 um. En un modo de realizacion
adicional, la etapa de separacién esta precedida por una etapa de rehidratacion y/o una etapa de elucién, o precedida
por una etapa de incubacion.

En un aspecto, el procedimiento comprende una etapa de medicién basada en la muestra obtenida de la etapa de
separacion. En un modo de realizacién, la etapa de medicion comprende medir la cantidad de particulas de virus libres
de células en la muestra obtenida después de la etapa de separacion. En otro modo de realizacion, la etapa de
medicién comprende obtener una medicion de la concentracion virica a partir de la muestra que esté en concordancia
con una medicion de la concentracion virica a partir de una muestra de plasma. En otro modo de realizacion, la etapa
de medicion comprende la cuantificacion de particulas viricas. En algunos modos de realizacion, una técnica de
cuantificacion de particulas de virus se selecciona del grupo que consiste en cuantificacion de acidos nucleicos
especificos para la secuencia, ELISA, PCR, amplificacién isotérmica de acidos nucleicos, hibridacion de acidos
nucleicos, hibridacion in situ y microscopia electronica. Los expertos en la técnica apreciaran que otras técnicas de
cuantificacion de particulas de virus pueden ser adecuadas para su uso con los procedimientos descritos en el
presente documento.
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En un modo de realizacion, los procedimientos descritos en el presente documento son adecuados para medir
diversos virus, incluyendo, sin limitacion, VIH, HTLV, VHC, VHB, CMV y VEB.

Como se describe en el presente documento, el procedimiento de gota de liquido seco de la prueba del VHI-1
CAP/CTM implica la incubacion de una muestra de sangre seca con un agente caotropico (tampén SPEX) para extraer
acido nucleico. Este procedimiento también requiere la incubacién de la muestra en el tampon a 56 °C a 1000 rpm con
agitacion continua durante 10 minutos. En un aspecto, la presente invencion proporciona procedimientos de extraccién
de virus libres de células de una muestra de sangre seca en los que el uso de calentamiento o temperaturas elevadas
y mezcla en vértex o agitacion son opcionales o no se requieren. En un modo de realizacion, los procedimientos
descritos en el presente documento se realizan en ausencia de calentamiento o temperatura elevada y/o en ausencia
de mezcla en vértex o agitacién. En otro modo de realizacién, al menos una o todas las etapas de rehidratacion,
elucién, incubacion y separacion se realizan (i) sin o en ausencia de calentamiento o temperatura elevada; (ii) en
ausencia de o sin mezcla en virtex o agitacion; y/o (iii) a temperatura ambiente. El término "temperatura ambiente" se
refiere a la temperatura a la cual una muestra de sangre seca se pone en contacto con un tampoén de acuerdo con los
procedimientos de la presente invencion. En general, la temperatura ambiente es la temperatura de un entorno con
temperatura controlada. La temperatura ambiente varia de aproximadamente 18 °C a aproximadamente 30 °C. En un
modo de realizacién, la temperatura ambiente es aproximadamente 18 °C, aproximadamente 19 °C,
aproximadamente 20 °C, aproximadamente 21 °C, aproximadamente 22°C, aproximadamente 23 °C,
aproximadamente 24 °C, aproximadamente 25°C, aproximadamente 26 °C, aproximadamente 27 °C,
aproximadamente 28 °C, aproximadamente 29 °C o aproximadamente 30 °C.

En otro modo de realizacion, la DBS que se va a rehidratar comprende sangre entera con EDTA. El EDTA tiene
propiedades beneficiosas cuando se usa en muestras de sangre, incluyendo, sin limitaciéon, un conservante, un
anticoagulante  y/o un antibacteriano. Los expertos en la técnica apreciardn que  otros
conservantes/anticoagulantes/agentes antibacterianos pueden ser adecuados para su uso en una muestra de sangre
y su DBS correspondiente que son objeto de los procedimientos descritos en el presente documento.

Los modos de realizacion de la divulgacion se describirdn con més detalle en los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS

Se proporcionan los siguientes ejemplos y figuras para ayudar al entendimiento de la presente invencién, cuyo
verdadero alcance se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1

Protocolo:

1. Recolectar muestras de DBS para someterlas a prueba usando procedimientos convencionales, aplicando la
gota de sangre en una tarjeta de filtro Whatman 903 y dejandola secar.

2. Recortar la gota de sangre seca de la tarjeta de filtro Whatman y colocarla en un tubo S o una columna de filtro
de centrifugado debidamente etiquetados.

3. Afiadir 1000 pl de metanol al 10 % en tampdn PBS al tubo que contiene la DBS. Si se afiade a una columna de
centrifugado, afiadir 500 pul de tampdn solamente.

4. Colocar el tubo S o la columna de filtro de centrifugado en la incubadora a 56 °C, 1000 rpm, durante 10 minutos.
a. Sise coloca la DBS directamente en un tubo S, omitir la etapa 4.

5. Centrifugar brevemente las columnas en una microcentrifuga (si se usa el filtro centrifugo VWR de 0,2 pm,
centrifugar durante 5-10 minutos a una velocidad maxima de 5000 x g). A continuacion, extraer y desechar la
columna de centrifugado y afiadir 500 ul de tampdn al tubo de recoleccion.

6. Cargar muestras en COBAS® AmpliPrep e iniciar el protocolo HI2DFSP96.

Materiales: COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® 96; kit RUO para procedimiento de gota de liquido seco para
prueba del VIH-1 COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®; tarjetas de filtro Whatman 903 (n.° de cat. de Whatman
95026-896); solucion de metanol al 10 % en PBS; y filtros centrifugos VWR. n.° de cat. 82031-356, tamario de poro de
0,2 pm.

Resultados: El tampon PBS se evalu6 con diferentes sales y detergentes, tales como NaCl (3 M), Tween-20 (0,1 %),
Triton X-100 (0,1 %), SDS (1 %) y metanol (10 %). SPEX es el control positivo con el que comparar. En los
experimentos, el tampon SPEX simplemente se reemplazo6 por diferentes tampones individuales. Los tubos S que
contenian DBS se incubaron a 56 °C durante 10 minutos con agitacion. Después de la extraccién, se siguio el
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protocolo de DFSP del VIH-1 CAP/CTM habitual (ver el prospecto para "procedimiento de gota de liquido seco para la
prueba del VIH-1 COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®™). Dado que las concentraciones de virus del VIH
aumentaron y las células del VIH en la sangre entera (WB) fueron relativamente bajas (aproximadamente 500 cp/DBS
0 7E3 cp/ml, 12 células/DBS o 1,2E3 células/ml) y los valores viricos solo fueron de <400 cp/ml. Por lo tanto, se usaron
valores de Ct de la diana para comparar los diferentes tampones en lugar de los valores viricos. Casi todas las QS en
esas muestras se comportaron normalmente.

Como se muestra en la tabla 1, el PBS con metanol al 10 % pudo eluir las particulas viricas del VIH de la DBS de WB
con el virus de manera relativamente eficaz en comparacion con el tampén SPEX. El retardo en el Ct con PBS/MeOH
se podria deber a las condiciones de extraccion y elucién deficientes.

Tabla 1. Elucién de particulas viricas del VIH a partir de DBS (6 réplicas)

SPEX PBS/MeOH
Ct promedio 31,8+ 0,44 34,15+ 1,64
positiva 3 6
Numero de no detectadas 3* 0

* muestras llamadas invélidas basadas en QS

Como se muestra en la tabla 2, PBS/MeOH solo pudo eluir algunas trazas detectables del ADN y ARN del VIH
asociados a células a partir de la WB enriquecida con células del VIH con Ct retardados en comparacion con SPEX. En
otras palabras, PBS/MeOH redujo significativamente la elucién del ADN y ARN del VIH asociado a células a partir de la

DBS enriquecida con células del VIH.

Tabla 2. Elucion de ADN/ARN del VIH asociado a células (6 réplicas)

SPEX PBS/MeOH
Ct promedio 30,5+ 1,66 35,27 £+1,81
positiva 6 3
Numero de no detectadas 0 3

Cuando los virus VIH mas las células positivas para el VIH se mezclaron y se afiadieron a WB, como se muestra en la
tabla 3, SPEX pudo eluir ambos de manera eficaz, mientras que PBS/MeOH solo pudo eluir los virus VIH con Ct similar

al del virus VIH solo (tabla 1).

Tabla 3. Elucion de la mezcla de virus + células (6 réplicas)

SPEX PBS/MeOH
Ct promedio 29,58 + 0,81 33,75 + 0,99
positiva 6 6
Numero de no detectadas 0 0

La tabla 4 resume las diferencias de Ct entre la DBS enriquecida con virus y la DBS enriquecida tanto con virus como
con células. Claramente, hubo un gran Ct diferente cuando se usé el tampén SPEX debido a la contribucion de las
células del VIH, mientras que hubo una diferencia de Ct mucho mas pequefia cuando se uso6 el tampén PBS/MeOH, lo
que sugiere que PBS/MeOH solo eluye los virus libres de células, independientemente de la presencia de células del

VIH en la DBS.

Tabla 4.

SPEX PBS/MeOH
Virus 31,8 34,15
Mezcla 29,58 33,75
Diferencia de Ct (virus-célula) 2,22 0,4

Referencias:

Johanson, H.C., V. Hyland, C. Wicking, R.A. Sturm, 2009, DNA elution from buccal cells stored on Whatman FTA
Classic Cards using a modified methanol fixation method, BioTechniques Vol. 46 n.° 4.; Médecins Sans Frontieres
Access Campaign, 2013, Putting HIV treatment to the test: A product guide for viral load and point-of-care CD4
diagnostic tools; 8E5 Cell line Producing Aids Viral Antigens without producing infectious virus particles: n.° de patente
4.752.565; Cultured Viral Particles from SeraCare, Certificate of Analysis (parte n.°: PN-227; n.° de lote: 51884).

Ejemplo 2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2705574 T3

Protocolo:

1. Recolectar muestras de DBS para someterlas a prueba usando procedimientos convencionales, aplicando la
sangre entera con EDTA positiva para el VIH en una tarjeta de filtro Whatman 903 y dejandola secar durante al
menos 3 horas. [Las tarjetas de Munktell también funcionan].

2. Recortar la gota de sangre seca de la tarjeta de filtro Whatman y colocarla en un tubo S debidamente
etiquetado.

3. Afadir 1000 pl del tamp6n PBS al tubo que contiene la DBS.
4. Incubar a temperatura ambiente durante al menos 30 minutos.

a. Calentary agitar (opcional).

b. Sise desea, el tiempo de incubacién se puede aumentar hasta la mafiana siguiente.
5. Cargar muestras en COBAS® AmpliPrep e iniciar el protocolo HI2DFSP96.

Materiales: COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan® 96; kit RUO para procedimiento de gota de liquido seco para
prueba del VIH-1 COBAS® AmpIiPrep/COBAS® TaqMan®; tarjetas de filtro Whatman 903; PBS (Mediatech, Inc. y
fabricado por Corning Cellgro, n.° de cat. 21-040-CV).

Resultados: Las investigaciones sobre el rendimiento del procedimiento usaron muestras de gotas de sangre secay
plasma pareadas de 157 sujetos infectados por el VIH con concentraciones viricas que iban desde indetectables hasta
>10° copias/ml. El rendimiento del nuevo procedimiento (extraccion con PBS) se compard con el del procedimiento
antiguo (extraccion con el tampén de guanidinio SPEX). Las concentraciones viricas plasméaticas se usaron como
referencia.

Las DBS se hicieron a partir de sangre entera con EDTA. Las concentraciones viricas plasmaticas se midieron con el
protocolo del VIH-1 CAP/CTM en plasma v2.0 habitual. La extraccion con SPEX sigui6 el protocolo de DFSP habitual,
incluyendo la incubacion a 56 °C durante 10 minutos con agitacion. La elucion con PBS de DBS se realiz6 en tubos S
gue contenian 1 ml de PBS a temperatura ambiente, sin agitacion. Los tiempos de elucion variaron desde 30 minutos
hasta la mafiana siguiente. Después de la extraccion, se siguio la amplificacién y deteccioén habitual de la diana con el
protocolo de DFSP del VIH-1 CAP/CTM (véase el prospecto del envase para "procedimiento de gota de liquido seco
para la prueba del VIH-1 COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®™).

Como se muestra en la FIGURA 4, el procedimiento DFSP dio como resultado una sobrecuantificacion de muestras
con bajas concentraciones viricas plasmaticas. Por el contrario, el procedimiento de elucidn de virus libre mostré
mucha menos sobrecuantificacion en este intervalo. El procedimiento de elucién de virus libre dio como resultado una
subcuantificaciéon sistematica en todo el intervalo de prueba de aproximadamente 0,6 logio. Parte de esta
subcuantificacion, 0,3 logio, se puede explicar por el hecho de que la sangre entera es solo un 50 % de plasma, y el
archivo de definicion de la prueba que se esta usando no tiene en cuenta este factor.

Como se muestra en la FIGURA 5, la correlacion mejorada de la elucion de PBS con la concentracion virica plasmatica
también dio como resultado una mejor concordancia clinica. Esto es especialmente notable después de aplicar un
factor de correccion de 0,6 log.

Ejemplo 3

Las gotas de sangre seca (DBS) mejoran el acceso a la prueba de determinacion de la concentracion virica del VIH,
pero producen resultados diferentes a los del plasma debido al acido nucleico virico asociado a células. Se realizaron
los siguientes experimentos para evaluar un procedimiento de elucién de virus libre (FVE) para la elucién preferencial
del virus asociado a plasma a partir de muestras de DBS con solucion salina tamponada con fosfato.
PROCEDIMIENTOS Para eI procedimiento con gota de liquido seco (DFSP) convencional de COBAS®
AmpllPrep/COBAS TaqMan (CAP/CTM), se extrajeron DBS con un tampon de preextraccion de muestras a base de
guanidinio (SPEX) de acuerdo con las instrucciones del prospecto del envase (Roche Molecular Systems. Prospecto
del envase RUQ para procedimiento de gota de liquido seco para prueba del VIH-1 COBAS® AmpllPrep/COBAS®
TaqMan Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA, EE. UU.). Para el protocolo de elucién de virus libre (FVE), se
incub6 cada DBS en 1 ml de solucién salina tamponada con fosfato libre de calcio y magne3|o (PBS, NaCl 154 mM,
Na;HPO4 5,6 mM, KH2PO4 1,1 mM, pH 7,4; Corning) en un tubo de muestra S de COBAS® a temperatura ambiente
durante >30 min sin agitacion. A continuacion, el eluido con PBS se procesé directamente en el tubo S (sin retirar el
papel de la DBS) con el flujo de trabajo normal de la prueba del VIH-1 TagMan v2.0, usando el programa informatico
del archivo de definicion de la prueba de determinacién con gota de liquido seco (DFSP) (Id.).
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El modo de accion de FVE se exploré usando un sistema modelo de DBS para someter a prueba la sangre negativa
para VIH enriquecida con (i) virus purificado 8E5; (ii) ARN purificado de virus 8ES5; o (iii) células lavadas que contienen
VIH de la linea celular 8E5 (Folks TM, et al. 1986, Biological and biochemical characterization of a cloned Leu-3-cell
surviving infection with the acquired immune deficiency syndrome retrovirus, J Exp Med. 164:280-290). Finalmente, los
estudios de rendimiento clinico usaron muestras de DBS y plasma pareadas de 196 pacientes infectados por el VIH
(con y sin tratamiento antirretrovirico). Los resultados de CV de muestras clinicas procesadas con el procedimiento
FVE se compararon con los resultados del protocolo de DFSP, midiéndose las CV plasmaticas con la prueba del VIH-1
CAP/CTM v2.0 como procedimiento de referencia. Tanto para FVE como para DFSP, el ensayo corrige la diferencia de
volumen entre una muestra de DBS y una de plasma. Se afiadié +0,3 log adicionales a todos los resultados de FVE por
el siguiente motivo. Se cree que FVE eluye solo la fraccion plasmaética de la sangre, que representa aproximadamente
un 50 % de una muestra de sangre entera.

RESULTADOS: Los experimentos con muestras enriquecidas encontraron que, en comparacion con SPEX (que
esencialmente eluye a todos los acidos nucleicos viricos libres de células y asociados a células), la elucion en PBS a
partir de DBS es aproximadamente 5 veces mas selectiva para virus libre de células que los &cidos nucleicos del VIH
asociados a células. Usando la elucidon con PBS, se observo una elucion uniforme y cuantitativa, definida como una
diferencia de menos de 0,3 log entre las mediciones, con muestras repetidas en un intervalo de tiempos y
temperaturas de incubacién. Con tiempos de incubacion de 0,5, 2 y 12 horas a 23 °C, se midieron concentraciones
viricas de 3,10, 3,14y 3,11 log cp/ml CV, respectivamente. Comparando incubaciones de 0,5 horas a temperaturas de
23,56y 70 °C, se midieron las concentraciones viricas de 3,38, 3,34 y 3,20 log cp/ml CV, respectivamente.

Como PBS no confiere la inactivacion de RNasa que proporcionan los tampones caotrépicos de guanidinio, se evalué
la estabilidad de la muestra en presencia de altos niveles de RNasa exdgena. El eluido de una muestra clinica de DBS
positiva para VIH fue resistente a la degradacion, con un ciclo de cuantificacion (Cq) de 31,2 sin RNasa y un valor de
Cq de 32,9 con RNasa. El eluido de una muestra de DBS negativa para VIH enriquecida con virus completo también
fue resistente a la degradacion, con un Cq de 27,4 sin RNasa y un Cq de 27,1 con RNasa. En cambio, el eluido de una
muestra de DBS negativa para VIH enriquecida con ARN virico natural mostr6é un Cq de 22,4 sin RNasa y un Cq de
34,2 con RNasa.

Una evaluacion clinica del procedimiento usé muestras de DBS y plasma pareadas de 196 pacientes con VIH, tanto
con como sin tratamiento antirretrovirico, con CV plasmaticas que iban desde indetectables hasta 10° copias/ml.
Usando la concentracion virica plasmatica como procedimiento de referencia, el procedimiento de elucién con PBS
redujo la sobrecuantificacion de la CV a partir de DBS en comparacion con el protocolo de DFSP (figura 6).

La figura 6 muestra un grafico de sesgos que compara los procedimientos de concentracion virica en DBS con la
concentracion virica plasmatica como procedimiento de referencia. Los simbolos indican la elucion con PBS (¢) y
SPEX (guanidinio) (A). Los valores de PBS se ajustaron con un factor de correccion del volumen de +0,3 log. En
comparacion con el plasma, PBS tuvo una diferencia media de -0,31 logio copias/ml y una desviacién estandar de
0,72 logio copias/ml, mientras que SPEX tuvo una diferencia media de +0,94 logio copias/mly una desviacion estandar
de 1,07 logio copias/ml.

Con la extraccion convencional con SPEX de guanidinio de DBS, la concordancia entre DBS y plasma a un punto de
decision médica de 1000 cp/ml fue solo de un 67 % debido a la sobrecuantificacién de concentraciones viricas que
clasificaron erroneamente a un 69 % de los pacientes con concentraciones viricas plasmaticas por debajo de
1000 cp/ml como fracasos de tratamiento (véanse la tabla 3.1 y la figura 7).

Tabla 3.1 - Rendimiento del protocolo de DFSP a 1000 cp/ml

Plasma
<1000 cp/ml >1000 cp/ml
DFSP <1000 cp/ml 29 0 29
>1000 cp/ml 64 103 167
93 103 196

La extraccion con SPEX se realizo con una sensibilidad de un 100 % y una especificidad de un 31 %, con un VPP de
un 62 % y un VPN de un 100 % para el fracaso virolégico como se define por la concentracion virica plasmatica.

La figura 7 muestra la correlacion y la concordancia de las mediciones de concentracién virica a partir de DBS con
plasma. Los simbolos indican la eluciéon con PBS (¢) y SPEX (guanidinio) (A). Los valores de PBS se ajustaron con un
factor de correccion del volumen de +0,3 log. Las areas sombreadas indican a los pacientes que potencialmente se
clasificarian erréneamente por DBS, usando una concentracion virica limite de 1000 cp/ml para indicar el fracaso del
tratamiento.
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Con la elucién con PBS, todos los pacientes suprimidos se clasificaron correctamente, aunque un 10 % de los
pacientes con concentraciones viricas superiores a 1000 cp/ml ahora se clasificaron como éxitos de tratamiento
(véase la tabla 3.2).

Tabla 3.2 - Rendimiento de FVE después de la correccion por volumen (+0,3 log cp/ml desde DBS con 50 % de

plasma)

Plasma
<1000 cp/ml >1000 cp/ml
FVE <1000 cp/ml 93 10 103
>1000 cp/ml 0 93 93
93 103 196

La concordancia global de DBS con plasma mejord significativamente a un 95 % (p<0,05, prueba z bilateral). La
elucién con PBS se realizé con una sensibilidad de un 90 % y una especificidad de un 100 %, con un VPP de un 100 %
y un VPN de un 90 % para el fracaso virol6gico como se define por la concentracion virica plasmatica.

La elucién de DBS con VIH en PBS redujo significativamente la sobrecuantificacion de la CV del VIH en DBS con
respecto al plasma, en comparacion con el protocolo convencional de extraccion con guanidinio. Esta elucion se puede
ejecutar sin etapas o equipos de transferencia de liquidos adicionales. Sin estar limitado por ninguna teoria, los
experimentos con sistemas modelo sugieren que el procedimiento funciona al eludir selectivamente el componente de
virus libre de la muestra, mientras que los acidos nucleicos del VIH asociados a células se conservan en el papel. La
adicion de RNasa A al PBS no modifico la cuantificacion del virus, lo que sugiere que la plantilla de ARN eluida por PBS
puede estar encapsulada dentro de estructuras viricas protectoras. El protocolo FVE mejoro el porcentaje de acuerdo
global para el fracaso virologico, como se define por una CV plasmética >1000 cp/ml, de un 67 % a un 95 %, y
demostrd una sensibilidad de un 90 % y una especificidad de un 100 % para el fracaso virolégico. El uso de una etapa
de elucién con PBS para separar el virus libre del material celular redujo significativamente la sobrecuantificacion de la
CV del VIH en DBS.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para medir particulas de virus de ARN libres de células a partir de gotas de sangre seca, que
comprende:

rehidratar una muestra de sangre seca aplicando una solucién tampén a la muestra de sangre seca para
producir una muestra de sangre seca rehidratada;

opcionalmente fijar células presentes en la muestra de sangre seca rehidratada con un reactivo de fijacion para
contener ARN y/o ADN asociados a células con las células;

eluir dichas particulas de virus libres de células de la muestra de sangre seca rehidratada con un reactivo de
elucion que comprende soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS) que eluye preferentemente dichas
particulas de virus libres de células sin alterar el ARN y/o ADN asociados a células;

separar los virus de ARN libres de células de cualquier residuo celular que pueda estar presente en la muestra
de sangre seca rehidratada por medio de un filtro; y

medir particulas de virus de ARN libres de células mediante una técnica de cuantificacion de particulas viricas,
en la que el virus de ARN se selecciona del grupo que consiste en VIH y HTLV.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la técnica de cuantificacion de particulas de virus se
selecciona del grupo que consiste en cuantificacion de &cidos nucleicos especificos para la secuencia, ELISA,
PCR, amplificacion isotérmica de acidos nucleicos, hibridacion de &cidos nucleicos, hibridacion in situ y
microscopia electronica.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el reactivo de fijacion se selecciona del grupo que consiste en
metanol, etanol, formaldehido, cloroformo y acetona.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa de separacion comprende la filtracion de columna de
centrifugado por centrifugacién o vacio.

El procedimiento de la reivindicacion 1 o 4, en el que el filtro comprende un intervalo de tamafio de poro entre
aproximadamente 0,1 um a aproximadamente 100 pm.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la soluciéon tampdn comprende el reactivo de fijacion y el
reactivo de elucion.

El procedimiento de la reivindicacion 1 o 6, en el que el reactivo de fijacion comprende metanol y el reactivo de
eluciéon comprende PBS.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la solucion tampdn comprende el reactivo de elucion.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8, en el que el procedimiento se realiza a temperatura
ambiente.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 - 9, en el que el procedimiento se realiza en ausencia
de mezcla en vortex o agitacion.
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