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Resumen. Objetivos. Estudiar la correlacion entre marcadores
virol6gicos y/o inmunol 6gicos durante los primeros meses de vidaen
nifios infectados verticalmente por e VIH+ y sin tratamiento
antirretroviral.

Métodos: Estudiamos 30 nifios VIH-1+, ninguno recibid terapia
antirretrovira, ni sus madres durante €l embarazo. La cargavira se
cuantifico en plasma por un método molecular estandarizado. El
aislamiento del virus, € fenotipo y la cinética de replicacion se
determinaron analizando cocultivos virales. Las subpoblaciones
linfocitarias se determinaron por citometria de flujo.

Resultados: Encontramos unarelacion inversa entre el logyo del
ndmero de células CD4/mm3y el porcentagje de células CD4+ con el
logy delacargaviral, siendo la pendiente de 0,266 (1C95%: -0,459 a
-0,074) y —6,643 (1C95%: -12,815 a—0,471) respectivamente. Al
analizar lainfluencia del fenotipo vira sobrelarelacion entre el
porcentaje de células CD4+ o el porcentaje de células CD4
estandarizados por edad (Z-score) con € logyo de lacargaviral se
encontrd que el grupo de nifios con aislados virales con fenotipo viral
inductor de sincitios (IS) tenian un 12,355% (1C95%: 2,336 a 22,373)
de células CD4+ y 4,530 desviaciones estandar (1C95%: 0,448 a
8,613) més baja que los nifios con aislados no inductores de sincitios
(NI1S).

Conclusiones: Las caracteristicas hioldgicas de los aislados virales
(fenotipo ISy cinética de replicacion rdpida alta) y la presencia de carga
viral plasmética atatienen tendencia a aparecer juntas. Lacargavira
plasmética es el marcador que muestra unarelacion inversamas clara
con €l nivel de células CD4+, mostrando esta relacion distinto valor
entre el grupo de nifios con aislados virales ISy & grupo de nifios con
aidadosviralesNIS.
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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.
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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 l0gy, CD4+
cells/mm?, aswell as CD4+ percentage with logy viral load, with a
slope of —0.266 (C195%: -0.459 to —0.074) and —6.648 (C195%: -12.815
t0—0.471), respectively. When the influence of viral phenotype on the
logy viral load or the percent of CD4+ T cells standardized according to
age (Z-score) with the logy, of the viral load was determined, it was
found that infants having syncytium inducing (Sl) virus had 12.355%
(C195%: 2.336 to 22.373) less CD4+ cells and 4.530 standard deviations
(1C95%: 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 (S| and those with rapid/high replication) and
high plasmaviral loads have a statistically significant tendency to be
associated. Viral load isthe 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 infantswith SI and NS| isolates.

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

Introduccion

Enlainfecciéon vertical por e VIH-1 se puede estimar el mo-
mento en que se produce lainfeccidn y observar los cambios que
se producen anivel inmunolégico y virol6gico®. Estos cambios
son de gran importancia para el mejor conocimiento de la pa-
togeniay de la magnitud de lainfeccién por VIH-1 en nifios.
Actualmente, en individuos adultos VIH-1, €l recuento delin-
focitos T CD4+ y la cargaviral, son pardmetros con valor pre-
dictivo de laevolucion clinicade lainfeccidn y se utilizan pa
ratomar decisiones terapéuticas sobre cuando comenzar o cam-
biar unaterapia antirretroviral@3. Sin embargo, en nifios no
infectados los linfocitos T CD4+ disminuyen con la edad®, y
adiferenciadelo que ocurre en individuos adultos VIH-1, cuan-
do d valor deloslinfocitos T CD4+ se gjustan seguin la edad del
nifio, este marcador inmunol 6gico tiene menor valor predictivo
de progresion de la enfermedad™. En nifios existen varios es-
tudios sobre el papel delacargavira en lainfeccion por VIH-
1617, Esdificil establecer valores de cargaviral que puedan in-
dicar €l riesgo de progresion de lainfeccidn, tal como se ha
hecho en individuos adultos VIH-1. Otro marcador importante
es el fenotipo bioldgico de los aislados virales. Algunos estu-
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dios realizados en nifios muestran diferentes patrones virol égi-
cos seguin el estadio clinico®2), Sin embargo, son escasos |0s
estudios que asocian o relacionan las diferentes caracteristicas
viroldgicas (fenotipo viral, cinética de replicacion, cargaviral)
durante los primeros meses de vida.

El uso habitual de técnicas de cuantificacion de cargaviral
y el estudio bioldgico de aislados virales en | os recién nacidos
y nifios menores de 6 meses con infeccion por VIH-1, influi-
ran en e mejor conocimiento de la primoinfeccion, asi como de
lahistoria natural de lainfeccion por VIH-1. Para aclarar més
estos datos, hemos estudiado |a asociacion entre las caracteris-
ticas bioldgicas de los aislados virdesy la cargavira, larela-
cionentrelacargavira y el porcentgje de células T CD4+y el
efecto del fenotipo viral en larelacion entre cargaviral y linfo-
citos T CD4+ durante los primeros meses de vida (primoinfec-
cion) en nifios infectados verticalmente por e VIH-1y sintra-
tamiento antirretroviral

Pacientes y métodos
Sujetos

En la Seccion de Inmuno-Pediatria del Hospital General
Universitario “Gregorio Marafion” de Madrid, serealiz6 un
estudio transversal de nifios infectados por VIH-1 que acudie-
ron alaconsultaentre el 28/4/90 y el 10/11/96. Seleccionamos
30 nifios que acudieron a dicha Seccion por tener menos de 5
meses de edad en su primeravisitay no haber recibido trata-
miento antirretroviral, ni sus madres durante el embarazo.
Estudiamos el nimero y el porcentagje de células T CD4+,T
CD8+, cociente CD4/CD8, cargaviral, fenotipo y cinéticadere-
plicacion vira de los 30 nifios VIH +. Los procedimientos uti-
lizados en los pacientes han sido realizados tras |a obtencién de
consentimiento informado de sus padres o tutores legales.

Cuantificacion de subpoblacionesde células T

Las subpoblaciones de linfocitos T en sangre periféricafue-
ron cuantificadas por inmunofluorescencia directa, usando an-
ticuerpos monoclonales de la serie T. Laadquisicion sellevo a
cabo en un citdbmetro FACScan (Becton-Dickinson, San José
C.A., EE.UU.)®® usando el programa de adquisicion Lysis ||
(Becton-Dickinson, San José C.A., EE.UU.) dentro de las dos
horas siguientes alatincion de las células.

Aislamiento del VIH-1 por cultivoviral: fenotipoy
cinéticadereplicacion

Ladeteccion del VIH-1 serealizo utilizando un ensayo de
micrococultivo@®), Las CMSP se aislaron por centrifugacion re-
alizando un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque
(Pharmacia, Uppsala, Sweden). Se cocultivaron 2 x 108 CMSP
del paciente con 2 x 106 de CM SP 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. Semana mente se afiadieron 2 x
106 de CM SP preestimuladas con PHA en 1 ml de medio fres-
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€0, y dos veces por semana se recogieron |os sobrenadantes pa-
radeterminar por ELISA laconcentracion de Ag-p24 paraV IH-
1 (Innotest HIV Antigen mAB, Innogenetics N.V. Haven,
Zwijnaarde-Bélgica); también se observo por microscopia opti-
calaaparicion de célulasISen el cultivo celular unavez por se-
mana. Los cultivos se mantuvieron de 28 a42 dias.

Lacinética de replicacion de los aislados virales se consi-
derd rdpida cuando tres dias después del cultivo, se detectaron
valoresde Ag-p24 en d cultivo, y lentas losvalores de Ag-p24
Nno se detectaron hasta pasados a menos siete dias del cultivo.
Por otro lado, se considerd cinéticade replicacion altasi losva
loresde Ag-p24 en € cultivo eran persistentemente altos (> 500
pg/ml) y bajas eran menores de 500 pg/ml.

Determinacion del fenotipo viral

Seinfectaron CM SP preestimuladas con PHA con sobrena-
dante procedente de cada uno de los virus aislados después de
7-10 diasy las CM SPinfectadas se cocultivaron con lalinea ce-
lular MT-2. Los cultivos se mantuvieron en medio RPMI su-
plementado con 20% FCS. Cadatres o cuatro dias se reempla
z6 lamitad del sobrenadante de cultivo por medio fresco com-
pleto. Posteriormente se midieron los valores de Ag-p24 en el
sobrenadante del cultivo celular. Se analizd por microscopia op-
ticalaformacion de sincitios. Se consideraron como aidados|S,
los cultivos en los que a microscopio se observalaformacion
sincitiosy tenian Ag-p24 positivo®@),

Cuantificacion de RNA viral por RT-PCR.

Losvalores de RNA vird en el plasma de | os pacientes pe-
didtricos, se cuantificaron usando un ensayo comercia (Amplicor-
HIV Monitor™Test, Roche Diagnostic System), aprobado por
la Federal Drug Administration (FDA) para monitorizacion de
cargaviral en mayo de 1996@),

Andlisis estadistico

Losvalores de linfocitos T CD4+y T CD8+ se expresaron
en porcentaje y en célulassmms. Se gjustaron |os porcentajes
deloslinfocitos T CD4+y T CD8+ de cada paciente por edad
seglin valores normales de nifios VIH negativos nacidos de ma-
dres VIH+, que fueron tomados como controles (Z-score). En
todos los andlisis, los valores de carga viral en sangre periféri-
ca se transformaron en logaritmo base 10 para normalizarlos.

Las diferencias de | as caracteristicas inmunol 6gicas y viro-
I6gicas delos nifios alaentradaen el estudio, entre los que ha
bian desarrollado SIDA y no lo habian desarrollado, se reali-
zaron por €l andlisis exacto de Fisher (variables dicotomicas) y
laT de Student para muestras independientes (variables conti-
nuas). La asociacion entre variables fue medida por € andlisis
no paramétrico de correlacion de Spearman, y calculando lara
z06n de proporciones cuando las dos variablesimplicadas fueron
dicotémicas. Se hausado € andlisisderegresion lineal paracal-
cular la pendiente entre e nimero de células/mm? o e porcen-
taje delinfocitos T CD4+ y CD8+, €l cociente CD4/CD8y €
logyo de lacargaviral, obteniendo el valor de la pendiente (me-
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Tabla |

No SDA
NP 20 (66,7%)
Categorias inmunol égicas (CDCP)
CD4 > 25% 16 (53,3%)
CD4 15-25% 3 (10%)
CD4 < 15% 1(3,3%)
Marcadores inmunol 6gicos y viroldgicos(*)
%CD4 36,210 (7; 59,7)
%CD8 18,120 (7; 41,5)
CD4/CD8 2,517 (0,4; 6,1)
CD4/mm? 2.979 (201; 8.692)
CD8/mm?3 1.483 (258; 4.847)

Cargaviral (copias/ml)
logy cargaviral
Caracteristicas biolégicas de los aislados virales

5,178 (3,98; 6,48)

IS 10 (34,5%)
NIS 9 (31%)
L/B 6(20,7)
RIA 13 (44,8%)

735.839 (9682; 3.000.000)

Caracteristicas inmunoldgicas y virolégicas de los 30 nifios VIH-1 segln tuvieran o no SIDA

SDA
10 (33,3%)

4(13,3%)
3 (10%)
3 (10%)

26,434 (3,4; 56)
21,910 (4; 46,5)
1,861 (0,1; 6.2)

1,570 (60; 4.027)
1.042 (71; 2.309)
989.212 (8.410; 3.844.000)
5,322 (3,93; 6,69)

8 (27,6%)
2(6,9%)
3(10,3%)
7 (24,1%)

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

didade variacion). También se usd € andisis de covarianza (AN-
COVA) paradeterminar lainfluenciadel fenotipo enlarelacion
entre células CD4+ y logy CV.

Resultados
Caracteristicas de la poblacion de estudio

Realizamos un estudio transversal en 30 nifios diagnostica-
dos deinfeccidn por VIH-1 menores de 5 meses de edad y que
no habian recibido tratamiento antirretroviral. El estudio inclu-
y0 10 nifios (33,3%) y 20 nifias (66,7%) con unaedad mediade
2,6 meses (rango de 0,42 a 4,83 meses). Segun las caracteris-
ticas clinicas, alaentradaen el estudio, tuvimos 20 nifios (66,7%)
en categoriaclinicaN, A 0 B (no SIDA) y 10 nifios (33,3%) en
categoriaclinica C (SIDA), segin laCDC® (Tablal). Las ca-
racteristicas de los marcadores inmunol 6gicos y virol 6gicos de
estos nifios también se reflgjan en latablal. No encontramos di-
ferencias estadisticamente significativas entre los diferentes mar-
cadores estudiados en €l grupo de nifios sin SIDA o con SIDA
al realizar unat de Student para las variables continuas y €l
test exacto de Fisher paralas variables dicotdmicas. Estos datos
indican que la poblacion estudiada es homogénea, aunque 10 de
los 30 nifios VIH+ entraron en el estudio en categoria clinica
Co SIDA.

Asociacion entrelas car acter isticas biol 6gicas de los
aidadosviralesy lacargaviral

Se realiz6 un andlisis de correlacion de Spearman entre los
diferentes marcadores virol 6gicos, encontrando una asociacion
significativaentre el fenotipo ISy lacinética de replicacion ra
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pidaalta (R/A) (r=0,551, p=0,002), y entre cinética de replica
cion R/A y cargaviral (r=0,410, p=0,027). Sin embargo, no
encontramos asociacion entre e fenotipo delosaidados viraes
y lacargaviral. Lafrecuencia de aparicion de aislados con fe-
notipo 1S fue 3,60 (1C95%: 1,040 a 12,462) veces superior en
los aidlados virales con cinética de replicacion R/A queen ais
lados con cinética L/B y la frecuencia de aparicion de aislados
viralesNIS fue 3,889 (1C95%: 1,514 a9,991) veces superior en
aidlados L/B que en aidados R/A. Cuando analizamos la ciné-
tica de replicacion R/A, la frecuencia de aparicion de aislados
virales R/A fue 1,60 (1C95%: 0,956 a 2,702) veces superior en
los nifios VIH que tuvieron cargaviral mayor de 5,5 10gso.

Relacion entrelacargaviral y € porcentajedecélulas T
CD4+

Realizamos un andlisis de correlacion de Pearson entre el
porcentaje de células T CD4+y el logy de lacargaviral, en-
contrando un coeficiente de correlacion de 0,561 (p= 0,006). Al
realizar un andlisis de regresion lineal, encontramos una pen-
diente de—6,643 (1C95%: -12,815 a-0,471), indicando que exis-
te unarelacion inversay estadisticamente significativa. Por ca-
dalogi que aumenta la carga viral, observamos una disminu-
cion de —6,643 del porcentgje de células T CD4. Cuando reali-
zamos el mismo andlisis teniendo en cuenta |os valores norma-
les segiin laedad del nifio (Z-score del porcentgje de células T
CD4+), también encontramos un coeficiente de correlacion de
Pearson significativo (r=0,445, p=0,014) y una pendiente de
—3,015 (1C95%: -5,365 a—0,666). Realizamos el mismo anali-
sisteniendo en cuenta €l logso del nimero decdlulas T CD4+y
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lacargaviral igualmente normalizada en logy, realizada, en-
contrando de nuevo un coeficiente de correlacion estadistica-
mente significativa (r=0,534, p=0,002) y una pendiente de—0,266
(1C95%: -0,459 a—0,074). Sin embargo, cuando realizamos
este andlisis para el Z-score del nimero de células CD4+ de
los nifios VIH gjustados seguin la edad, € valor del coeficiente
de correlacion de Pearson y la pendiente no fueron significati-
vos (r=0,288, p=0,122). Para €l logy, del cociente CD4/CD8 fren-
tea logi CV, € coeficiente de correlacion de Pearson fue de
0,576 (p=0,004) y la pendiente de —0,190 (1C95%: -0,338 a
-0,042).

Efecto del fenotipo viral en larelacién entrelogy, CV 'y
células CD4+

Paraevaluar €l efecto del fenotipo de los aislados virales
enlarelacion entre el porcentaje decdlulas T CD4+ frenteala
carga viral, hemos realizado un andlisis de covarianza (AN-
COVA), que permite cacular ladiferenciaentre las medias del
porcentaje de células T CD4+ del grupo de nifios con aisla-
dos virales con fenotipo ISy NIS. Encontramos que | os nifios
VIH+ con aislados | S tenian una media del porcentaje de cé-
lulas T CD4+ de 12,355 (1C95%: 2,336 a 22,373) mas bgaque
los nifios con aidados NI'S (R*=0,463, p=0,001) (Fig. 1). Cuando
realizamos e ANCOVA paralos Z-score del porcentgje de cé
lulas T CD4+, los nifios VIH con aisados | S tenian unamedia
que se encontraba 4,530 desviaciones estandar (1C95%: 0,448
a8,613) mas baja que los nifios con aislados NIS (R?=0,333,
p=0,005) (Fig. 1).

Discusion

Lainfeccion primariapor e VIH-1 presentaunacinéticadi-
ferente en neonatos y adultos®. En nifios, lafase de infeccidn
aguda es més prolongada que en adultos, y € valor delacarga
viral mas alto. Ademas, después de la primoinfeccion la carga
viral en adultos disminuye normalmente a valores muy bajos,
mientras que en nifios suele permanecer elevada?31-17),

En adultos infectados por €l VIH-1, lacargavira y el ni-
mero absoluto de linfocitos CD4+ se utilizan como marcado-
res habituales de progresion aSIDA. Sin embargo, tal como in-
dica este estudio transversal, hay nifios menores de 5 meses de
edad con alta cargavira que no evolucionaron a SIDA y nifios
con dtacargavira que tuvieron SIDA; de hecho, no hay dife-
rencias en las medias de carga viral entre ambos grupos de ni-
fios VIH. Laedad del nifio es un factor muy importante a tener
en cuentaa estudiar los diferentes marcadores inmunol dgicos,
yaque aungue existe una buena correlacién entre cargaviral a-
tay nimero absoluto de linfocitos CD4+ bgjos, esta correlacion
disminuye al estandarizar € nimero de linfocitos CD4+ de los
nifios VIH segln la edad con nifios sanos no VIH de su misma
edad (Z-score CD4+)©7). Nuestros datos indican que en nifios
esmés preciso utilizar el porcentgje delinfocitos T CD4+, por-
que la correlacion entre los diferentes marcadores se mantiene
estadisticamente significativa paralos val ores estandarizados
y sin estandarizar respecto alaedad del nifio. En concordancia
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Figura 1. Relacion del fenotipo de los aidlados entre el porcentgje de cé-
lulas T CD4+y lacargaviral.

con otros estudios, cuando analizamos larelacion entre cargavi-
ral y porcentaje de células CD4, encontramos unarelacion in-
versay estadisticamente significativa, con un descenso delame-
dia de 6,643 (1C95%: -12,815 a—0,471) del porcentgje de cé-
lulas CD4+ y de-0,266 (1C95%: -0,459 a—0,074) del logy, del
ndmero de células CD4+ por cada log:, de cargaviral que au-
menta122),

Cuando analizamos |as diferentes propiedades biol dgicas de
los aislados virales, encontramos una correlacion positivaentre
cinéticade replicacion R/A y fenotipo IS, 1o que sugiere unaten-
dencia de las dos caracteristicas virol 6gicas a aparecer juntage4),
Ademés, observamos una asociacion positiva entre aislados
virales con cinéticade replicacion R/A y cargavira elevada, pe-
ro dicha asociacion no aparecid entre cepas con fenotipo ISy
cargaviral elevada, estos datos sugieren que los aislados virales
con cinética R/A tienen mayor capacidad replicativay por elo
encontramos mayor carga viral plasmatica, comportandose co-
mo dos marcadores viroldgicos que indican 1o mismo.
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Varios estudios sugieren que lamayor parte delosvirusim-
plicados en latransmisién del VIH-1 tienen un fenotipo NIS),
En nuestro estudio encontramos un 62% de nifios con aislados
virales con fenotipo IS, lamayoria de |os cuales desarrollaron
SIDA, lo que podriaindicar, que aunque |as cepas que trans-
mitieron las madres fueron de fenotipo NIS, debido a que los
neonatos tienen un sistemainmunol égico inmaduro y no con-
trolan de forma eficaz lareplicacion vird durante la primoin-
feccion®-1228) | se producirian répidamente variantes | S, que se
comportan como un marcador de progresion a SIDA. Por €l
contrario, los nifios VIH+ que mantuvieron aislados NIS du-
rante la primoinfeccion no evolucionaron clinicamente o tar-
daron més tiempo en progresar a SIDA. En concordanciacon
estos datos observamos que | os nifios que tuvieron aislados vi-
rales | Stuvieron un descenso de lamediadel porcentgje de cé-
lulas CD4+ mayor (12,355%) que los nifios que mantuvieron
aidadosviraes NIS. Ademas, no encontramos diferencias sig-
nificativas en los valores de cargaviral, linfocitos CD4+ y
CD8+ entre los nifios VIH+ con aidados ISy NIS, ni tampo-
co entrelos nifios VIH+ con aislados con cinéticaR/A y L/B,
lo que vuelve a sugerir que la respuesta inmunol gica en un
periodo temprano de lainfeccidn no controla eficientemente
lareplicacion viral. Es necesario realizar estudios de segui-
miento para analizar la evolucion clinica, y en qué momento
se estabilizan los valores de cargaviral. Sin embargo, nuestros
datos indican que €l estudio de los aislados virales en el peri-
odo dela primoinfeccion proporcionainformacion adicional a
|a obtenida con otros marcadores de uso habitual en laclinica,
como lacargavira y e porcentagje de linfocitos T CD4+. De
hecho, este marcador bioldgico, podria diferenciar de forma
temprana alos nifios VIH+ que progresaran de forma répida
de los nifios VIH+ que progresaran mas lentamente o no pro-
gresores.
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