
Introducción
En la infección vertical por el VIH-1 se puede estimar el mo-

mento en que se produce la infección y observar los cambios que
se producen a nivel inmunológico y virológico(1). Estos cambios
son de gran importancia para el mejor conocimiento de la pa-
togenia y de la magnitud de la infección por VIH-1 en niños.
Actualmente, en individuos adultos VIH-1, el recuento de lin-
focitos T CD4+ y la carga viral, son parámetros con valor pre-
dictivo de la evolución clínica de la infección y se utilizan pa-
ra tomar decisiones terapéuticas sobre cuando comenzar o cam-
biar una terapia antirretroviral(2-5). Sin embargo, en niños no
infectados los linfocitos T CD4+ disminuyen con la edad(6), y
a diferencia de lo que ocurre en individuos adultos VIH-1, cuan-
do el valor de los linfocitos T CD4+ se ajustan según la edad del
niño, este marcador inmunológico tiene menor valor predictivo
de progresión de la enfermedad(7). En niños existen varios es-
tudios sobre el papel de la carga viral en la infección por VIH-
1(8-17). Es difícil establecer valores de carga viral que puedan in-
dicar el riesgo de progresión de la infección, tal como se ha
hecho en individuos adultos VIH-1. Otro marcador importante
es el fenotipo biológico de los aislados virales. Algunos estu-
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Resumen. Objetivos: Estudiar la correlación entre marcadores
virológicos y/o inmunológicos durante los primeros meses de vida en
niños infectados verticalmente por el VIH+ y sin tratamiento
antirretroviral.

Métodos: Estudiamos 30 niños VIH-1+, ninguno recibió terapia
antirretroviral, ni sus madres durante el embarazo. La carga viral se
cuantificó en plasma por un método molecular estandarizado. El
aislamiento del virus, el fenotipo y la cinética de replicación se
determinaron analizando cocultivos virales. Las subpoblaciones
linfocitarias se determinaron por citometría de flujo.

Resultados: Encontramos una relación inversa entre el log10 del
número de células CD4/mm3 y el porcentaje de células CD4+ con el
log10 de la carga viral, siendo la pendiente de –0,266 (IC95%: -0,459 a
-0,074) y –6,643 (IC95%: -12,815 a –0,471) respectivamente. Al
analizar la influencia del fenotipo viral sobre la relación entre el
porcentaje de células CD4+ o el porcentaje de células CD4
estandarizados por edad (Z-score) con el log10 de la carga viral se
encontró que el grupo de niños con aislados virales con fenotipo viral
inductor de sincitios (IS) tenían un 12,355% (IC95%: 2,336 a 22,373)
de células CD4+ y 4,530 desviaciones estándar (IC95%: 0,448 a
8,613) más baja que los niños con aislados no inductores de sincitios
(NIS).

Conclusiones: Las características biológicas de los aislados virales
(fenotipo IS y cinética de replicación rápida alta) y la presencia de carga
viral plasmática alta tienen tendencia a aparecer juntas. La carga viral
plasmática es el marcador que muestra una relación inversa más clara
con el nivel de células CD4+, mostrando esta relación distinto valor
entre el grupo de niños con aislados virales IS y el grupo de niños con
aislados virales NIS.
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PRIMARY INFECTION IN VERTICALLY HIV-1 INFECTED
INFANTS: BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF ISOLATED
VIRUS, VIRAL LOAD AND TCD4+ LYMPHOCYTES

Abstract. Objective: Our aim was to study the relationship between
virological and/or immunological markers during the first month of life
in vertically HIV-1 infected infants without prior antiviral treatment.

Patients and methods: Thirty HIV-1 infected infants that had not
received prior antiviral therapy, nor had their mother during pregnancy,
were studied. Viral load was quantified using standard molecular assays.
Viral isolation and phenotype were carried out by using viral co-cultures.
Subpopulations of lymphocytes were determined by flow cytometry.

Results: We have found an inverse correlation between log10 CD4+
cells/mm3, as well as CD4+ percentage with log10 viral load, with a
slope of –0.266 (CI95%: -0.459 to –0.074) and –6.648 (CI95%: -12.815
to –0.471), respectively. When the influence of viral phenotype on the
log10 viral load or the percent of CD4+ T cells standardized according to
age (Z-score) with the log10 of the viral load was determined, it was
found that infants having syncytium inducing (SI) virus had 12.355%
(CI95%: 2.336 to 22.373) less CD4+ cells and 4.530 standard deviations
(IC95%: 0.448 to 8.613) than infants with non syncytium inducing
(NSI) isolates.

Conclusions: Our results suggest that a particular biological
phenotype of viral isolates (SI and those with rapid/high replication) and
high plasma viral loads have a statistically significant tendency to be
associated. Viral load is the marker that shows the best inverse correlation
with the level of CD4+ cells normalized according to the infant’s age. This
correlation shows a different value in infants with SI and NSI isolates.

Key words: HIC-1. Infants. Viral load. Viral phenotype. Viral
replication. CD4+ lymphocytes.



dios realizados en niños muestran diferentes patrones virológi-
cos según el estadio clínico(18-22). Sin embargo, son escasos los
estudios que asocian o relacionan las diferentes características
virológicas (fenotipo viral, cinética de replicación, carga viral)
durante los primeros meses de vida.

El uso habitual de técnicas de cuantificación de carga viral
y el estudio biológico de aislados virales en los recién nacidos
y niños menores de 6 meses con infección por VIH-1, influi-
rán en el mejor conocimiento de la primoinfección, así como de
la historia natural de la infección por VIH-1. Para aclarar más
estos datos, hemos estudiado la asociación entre las caracterís-
ticas biológicas de los aislados virales y la carga viral, la rela-
ción entre la carga viral y el porcentaje de células T CD4+ y el
efecto del fenotipo viral en la relación entre carga viral y linfo-
citos T CD4+ durante los primeros meses de vida (primoinfec-
ción) en niños infectados verticalmente por el VIH-1 y sin tra-
tamiento antirretroviral

Pacientes y métodos
Sujetos

En la Sección de Inmuno-Pediatría del Hospital General
Universitario “Gregorio Marañón” de Madrid, se realizó un
estudio transversal de niños infectados por VIH-1 que acudie-
ron a la consulta entre el 28/4/90 y el 10/11/96. Seleccionamos
30 niños que acudieron a dicha Sección por tener menos de 5
meses de edad en su primera visita y no haber recibido trata-
miento antirretroviral, ni sus madres durante el embarazo.
Estudiamos el número y el porcentaje de células T CD4+,T
CD8+, cociente CD4/CD8, carga viral, fenotipo y cinética de re-
plicación viral de los 30 niños VIH +. Los procedimientos uti-
lizados en los pacientes han sido realizados tras la obtención de
consentimiento informado de sus padres o tutores legales.

Cuantificación de subpoblaciones de células T
Las subpoblaciones de linfocitos T en sangre periférica fue-

ron cuantificadas por inmunofluorescencia directa, usando an-
ticuerpos monoclonales de la serie T. La adquisición se llevó a
cabo en un citómetro FACScan (Becton-Dickinson, San José
C.A., EE.UU.)(18) usando el programa de adquisición Lysis II
(Becton-Dickinson, San José C.A., EE.UU.) dentro de las dos
horas siguientes a la tinción de las células.

Aislamiento del VIH-1 por cultivo viral: fenotipo y
cinética de replicación

La detección del VIH-1 se realizó utilizando un ensayo de
micrococultivo(23). Las CMSP se aislaron por centrifugación re-
alizando un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque
(Pharmacia, Uppsala, Sweden). Se cocultivaron 2 x 106 CMSP
del paciente con 2 x 106 de CMSP de un donante sano previa-
mente estimuladas durante 48 horas con PHA (Difco
Laboratories, Inc, Detroit, Mich.) en placas de 24 pocillos con
2 ml medio RPMI suplementado con 20% de suero fetal de ter-
nera (FCS) y 20 U/ml de IL-2. Semanalmente se añadieron 2 x
106 de CMSP preestimuladas con PHA en 1 ml de medio fres-

co, y dos veces por semana se recogieron los sobrenadantes pa-
ra determinar por ELISA la concentración de Ag-p24 para VIH-
1 (Innotest HIV Antigen mAB, Innogenetics N.V. Haven,
Zwijnaarde-Bélgica); también se observó por microscopía ópti-
ca la aparición de células IS en el cultivo celular una vez por se-
mana. Los cultivos se mantuvieron de 28 a 42 días.

La cinética de replicación de los aislados virales se consi-
deró rápida cuando tres días después del cultivo, se detectaron
valores de Ag-p24 en el cultivo, y lenta si los valores de Ag-p24
no se detectaron hasta pasados al menos siete días del cultivo.
Por otro lado, se consideró cinética de replicación alta si los va-
lores de Ag-p24 en el cultivo eran persistentemente altos (> 500
pg/ml) y baja si eran menores de 500 pg/ml.

Determinación del fenotipo viral
Se infectaron CMSP preestimuladas con PHA con sobrena-

dante procedente de cada uno de los virus aislados después de
7-10 días y las CMSP infectadas se cocultivaron con la línea ce-
lular MT-2. Los cultivos se mantuvieron en medio RPMI su-
plementado con 20% FCS. Cada tres o cuatro días se reempla-
zó la mitad del sobrenadante de cultivo por medio fresco com-
pleto. Posteriormente se midieron los valores de Ag-p24 en el
sobrenadante del cultivo celular. Se analizó por microscopía óp-
tica la formación de sincitios. Se consideraron como aislados IS,
los cultivos en los que al microscopio se observa la formación
sincitios y tenían Ag-p24 positivo(23).

Cuantificación de RNA viral por RT-PCR.
Los valores de RNA viral en el plasma de los pacientes pe-

diátricos, se cuantificaron usando un ensayo comercial (Amplicor-
HIV MonitorTMTest, Roche Diagnostic System), aprobado por
la Federal Drug Administration (FDA) para monitorización de
carga viral en mayo de 1996(23).

Análisis estadístico
Los valores de linfocitos T CD4+ y T CD8+ se expresaron

en porcentaje y en células/mm3. Se ajustaron los porcentajes
de los linfocitos T CD4+ y T CD8+ de cada paciente por edad
según valores normales de niños VIH negativos nacidos de ma-
dres VIH+, que fueron tomados como controles (Z-score). En
todos los análisis, los valores de carga viral en sangre periféri-
ca se transformaron en logaritmo base 10 para normalizarlos.

Las diferencias de las características inmunológicas y viro-
lógicas de los niños a la entrada en el estudio, entre los que ha-
bían desarrollado SIDA y no lo habían desarrollado, se reali-
zaron por el análisis exacto de Fisher (variables dicotómicas) y
la T de Student para muestras independientes (variables conti-
nuas). La asociación entre variables fue medida por el análisis
no paramétrico de correlación de Spearman, y calculando la ra-
zón de proporciones cuando las dos variables implicadas fueron
dicotómicas. Se ha usado el análisis de regresión lineal para cal-
cular la pendiente entre el número de células/mm3 o el porcen-
taje de linfocitos T CD4+ y CD8+, el cociente CD4/CD8 y el
log10 de la carga viral, obteniendo el valor de la pendiente (me-
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dida de variación). También se usó el análisis de covarianza (AN-
COVA) para determinar la influencia del fenotipo en la relación
entre células CD4+ y log10 CV.

Resultados
Características de la población de estudio

Realizamos un estudio transversal en 30 niños diagnostica-
dos de infección por VIH-1 menores de 5 meses de edad y que
no habían recibido tratamiento antirretroviral. El estudio inclu-
yó 10 niños (33,3%) y 20 niñas (66,7%) con una edad media de
2,6 meses (rango de 0,42 a 4,83 meses). Según las caracterís-
ticas clínicas, a la entrada en el estudio, tuvimos 20 niños (66,7%)
en categoría clínica N, A o B (no SIDA) y 10 niños (33,3%) en
categoría clínica C (SIDA), según la CDC(21) (Tabla I). Las ca-
racterísticas de los marcadores inmunológicos y virológicos de
estos niños también se reflejan en la tabla I. No encontramos di-
ferencias estadísticamente significativas entre los diferentes mar-
cadores estudiados en el grupo de niños sin SIDA o con SIDA
al realizar una t de Student para las variables continuas y el
test exacto de Fisher para las variables dicotómicas. Estos datos
indican que la población estudiada es homogénea, aunque 10 de
los 30 niños VIH+ entraron en el estudio en categoría clínica
C o SIDA.

Asociación entre las características biológicas de los
aislados virales y la carga viral

Se realizó un análisis de correlación de Spearman entre los
diferentes marcadores virológicos, encontrando una asociación
significativa entre el fenotipo IS y la cinética de replicación rá-

pida alta (R/A) (r=0,551, p=0,002), y entre cinética de replica-
ción R/A y carga viral (r=0,410, p=0,027). Sin embargo, no
encontramos asociación entre el fenotipo de los aislados virales
y la carga viral. La frecuencia de aparición de aislados con fe-
notipo IS fue 3,60 (IC95%: 1,040 a 12,462) veces superior en
los aislados virales con cinética de replicación R/A que en ais-
lados con cinética L/B y la frecuencia de aparición de aislados
virales NIS fue 3,889 (IC95%: 1,514 a 9,991) veces superior en
aislados L/B que en aislados R/A. Cuando analizamos la ciné-
tica de replicación R/A, la frecuencia de aparición de aislados
virales R/A fue 1,60 (IC95%: 0,956 a 2,702) veces superior en
los niños VIH que tuvieron carga viral mayor de 5,5 log10.

Relación entre la carga viral y el porcentaje de células T
CD4+

Realizamos un análisis de correlación de Pearson entre el
porcentaje de células T CD4+ y el log10 de la carga viral, en-
contrando un coeficiente de correlación de 0,561 (p= 0,006). Al
realizar un análisis de regresión lineal, encontramos una pen-
diente de –6,643 (IC95%: -12,815 a –0,471), indicando que exis-
te una relación inversa y estadísticamente significativa. Por ca-
da log10 que aumenta la carga viral, observamos una disminu-
ción de –6,643 del porcentaje de células T CD4. Cuando reali-
zamos el mismo análisis teniendo en cuenta los valores norma-
les según la edad del niño (Z-score del porcentaje de células T
CD4+), también encontramos un coeficiente de correlación de
Pearson significativo (r=0,445, p=0,014) y una pendiente de
–3,015 (IC95%: -5,365 a –0,666). Realizamos el mismo análi-
sis teniendo en cuenta el log10 del número de células T CD4+ y
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Tabla I Características inmunológicas y virológicas de los 30 niños VIH-1 según tuvieran o no SIDA

No SIDA SIDA

Nº 20 (66,7%) 10 (33,3%)
Categorías inmunológicas (CDCP)
CD4 > 25% 16 (53,3%) 4 (13,3%)
CD4 15-25% 3 (10%) 3 (10%)
CD4 < 15% 1 (3,3%) 3 (10%)
Marcadores inmunológicos y virológicos(*)
%CD4 36,210 (7; 59,7) 26,434 (3,4; 56)
%CD8 18,120 (7; 41,5) 21,910 (4; 46,5)
CD4/CD8 2,517 (0,4; 6,1) 1,861 (0,1; 6,2)
CD4/mm3 2.979 (201; 8.692) 1.570 (60; 4.027)
CD8/mm3 1.483 (258; 4.847) 1.042 (71; 2.309)
Carga viral (copias/ml) 735.839 (9682; 3.000.000) 989.212 (8.410; 3.844.000)
log10 carga viral 5,178 (3,98; 6,48) 5,322 (3,93; 6,69)
Características biológicas de los aislados virales
IS 10 (34,5%) 8 (27,6%)
NIS 9 (31%) 2 (6,9%)
L/B 6 (20,7) 3 (10,3%)
R/A 13 (44,8%) 7 (24,1%)

(*) Todos los valores se expresaron como media (min-máx). CD4: linfocitos T CD4+. CD8: linfocitos T CD8+. IS: aislados virales inductor de
sincitios. NIS: aislados virales no inductor de sincitios. L/B: cinética de replicación lenta/baja. R/A: cinética de replicación rápida/alta.



la carga viral igualmente normalizada en log10 realizada, en-
contrando de nuevo un coeficiente de correlación estadística-
mente significativa (r=0,534, p=0,002) y una pendiente de –0,266
(IC95%: -0,459 a –0,074). Sin embargo, cuando realizamos
este análisis para el Z-score del número de células CD4+ de
los niños VIH ajustados según la edad, el valor del coeficiente
de correlación de Pearson y la pendiente no fueron significati-
vos (r=0,288, p=0,122). Para el log10 del cociente CD4/CD8 fren-
te al log10 CV, el coeficiente de correlación de Pearson fue de
0,576 (p=0,004) y la pendiente de –0,190 (IC95%: -0,338 a
–0,042).

Efecto del fenotipo viral en la relación entre log10 CV y
células CD4+

Para evaluar el efecto del fenotipo de los aislados virales
en la relación entre el porcentaje de células T CD4+ frente a la
carga viral, hemos realizado un análisis de covarianza (AN-
COVA), que permite calcular la diferencia entre las medias del
porcentaje de células T CD4+ del grupo de niños con aisla-
dos virales con fenotipo IS y NIS. Encontramos que los niños
VIH+ con aislados IS tenían una media del porcentaje de cé-
lulas T CD4+ de 12,355 (IC95%: 2,336 a 22,373) más baja que
los niños con aislados NIS (R2=0,463, p=0,001) (Fig. 1). Cuando
realizamos el ANCOVA para los Z-score del porcentaje de cé-
lulas T CD4+, los niños VIH con aislados IS tenían una media
que se encontraba 4,530 desviaciones estándar (IC95%: 0,448
a 8,613) más baja que los niños con aislados NIS (R2=0,333,
p=0,005) (Fig. 1).

Discusión
La infección primaria por el VIH-1 presenta una cinética di-

ferente en neonatos y adultos(1). En niños, la fase de infección
aguda es más prolongada que en adultos, y el valor de la carga
viral más alto. Además, después de la primoinfección la carga
viral en adultos disminuye normalmente a valores muy bajos,
mientras que en niños suele permanecer elevada(2-3,11-17).

En adultos infectados por el VIH-1, la carga viral y el nú-
mero absoluto de linfocitos CD4+ se utilizan como marcado-
res habituales de progresión a SIDA. Sin embargo, tal como in-
dica este estudio transversal, hay niños menores de 5 meses de
edad con alta carga viral que no evolucionaron a SIDA y niños
con alta carga viral que tuvieron SIDA; de hecho, no hay dife-
rencias en las medias de carga viral entre ambos grupos de ni-
ños VIH. La edad del niño es un factor muy importante a tener
en cuenta al estudiar los diferentes marcadores inmunológicos,
ya que aunque existe una buena correlación entre carga viral al-
ta y número absoluto de linfocitos CD4+ bajos, esta correlación
disminuye al estandarizar el número de linfocitos CD4+ de los
niños VIH según la edad con niños sanos no VIH de su misma
edad (Z-score CD4+)(6-7). Nuestros datos indican que en niños
es más preciso utilizar el porcentaje de linfocitos T CD4+, por-
que la correlación entre los diferentes marcadores se mantiene
estadísticamente significativa para los valores estandarizados
y sin estandarizar respecto a la edad del niño. En concordancia

con otros estudios, cuando analizamos la relación entre carga vi-
ral y porcentaje de células CD4, encontramos una relación in-
versa y estadísticamente significativa, con un descenso de la me-
dia de –6,643 (IC95%: -12,815 a –0,471) del porcentaje de cé-
lulas CD4+ y de –0,266 (IC95%: -0,459 a –0,074) del log10 del
número de células CD4+ por cada log10 de carga viral que au-
menta(11,22).

Cuando analizamos las diferentes propiedades biológicas de
los aislados virales, encontramos una correlación positiva entre
cinética de replicación R/A y fenotipo IS, lo que sugiere una ten-
dencia de las dos características virológicas a aparecer juntas(18,24).
Además, observamos una asociación positiva entre aislados
virales con cinética de replicación R/A y carga viral elevada, pe-
ro dicha asociación no apareció entre cepas con fenotipo IS y
carga viral elevada, estos datos sugieren que los aislados virales
con cinética R/A tienen mayor capacidad replicativa y por ello
encontramos mayor carga viral plasmática, comportándose co-
mo dos marcadores virológicos que indican lo mismo.
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Figura 1. Relación del fenotipo de los aislados entre el porcentaje de cé-
lulas T CD4+ y la carga viral.



Varios estudios sugieren que la mayor parte de los virus im-
plicados en la transmisión del VIH-1 tienen un fenotipo NIS(25).
En nuestro estudio encontramos un 62% de niños con aislados
virales con fenotipo IS, la mayoría de los cuales desarrollaron
SIDA, lo que podría indicar, que aunque las cepas que trans-
mitieron las madres fueron de fenotipo NIS, debido a que los
neonatos tienen un sistema inmunológico inmaduro y no con-
trolan de forma eficaz la replicación viral durante la primoin-
fección(11-12,26), se producirían rápidamente variantes IS, que se
comportan como un marcador de progresión a SIDA. Por el
contrario, los niños VIH+ que mantuvieron aislados NIS du-
rante la primoinfección no evolucionaron clínicamente o tar-
daron más tiempo en progresar a SIDA. En concordancia con
estos datos observamos que los niños que tuvieron aislados vi-
rales IS tuvieron un descenso de la media del porcentaje de cé-
lulas CD4+ mayor (12,355%) que los niños que mantuvieron
aislados virales NIS. Además, no encontramos diferencias sig-
nificativas en los valores de carga viral, linfocitos CD4+ y
CD8+ entre los niños VIH+ con aislados IS y NIS, ni tampo-
co entre los niños VIH+ con aislados con cinética R/A y L/B,
lo que vuelve a sugerir que la respuesta inmunológica en un
período temprano de la infección no controla eficientemente
la replicación viral. Es necesario realizar estudios de segui-
miento para analizar la evolución clínica, y en qué momento
se estabilizan los valores de carga viral. Sin embargo, nuestros
datos indican que el estudio de los aislados virales en el perí-
odo de la primoinfección proporciona información adicional a
la obtenida con otros marcadores de uso habitual en la clínica,
como la carga viral y el porcentaje de linfocitos T CD4+. De
hecho, este marcador biológico, podría diferenciar de forma
temprana a los niños VIH+ que progresaran de forma rápida
de los niños VIH+ que progresaran más lentamente o no pro-
gresores.
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