Determinacion de la carga viral para el diagndstico
precoz de la infeccion perinatal por el virus de la
Inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)
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Resumen. Objetivo: Comparar lasensibilidad y especificidad de la
reaccion en cadena de la polimerasa de DNA (PCR) y cultivo vira
empleados de formarutinaria en el diagndstico de lainfeccion por el
virus de lainmunodeficiencia humana (V1H) con latécnicade
determinacion de RNA del VIH-1 (cargaviral).

Pacientes y métodos. Se estudiaron 106 nifios nacidos de madres
VIH divididos en tres grupos: A) recién nacidos entre 24-96 horas; B)
23 nifiosentre 1y 2 meses, y C) 64 nifios mayores de 2 meses. La carga
viral se determind en plasma, el DNA se determind en linfocitos por
PCRYy seaid6 el VIH por cultivo viral.

Resultados: En €l grupo A lasensibilidad de la cargaviral fue del
75%, mientras que la sensibilidad de laDNA-PCR fue del 50%y del
cultivo viral del 25%, la especificidad de las tres técnicas fue del 100%.
En ¢ grupo B, lasensibilidad y especificidad de lacargavira fue del
100%, mientras que la sensibilidad de laDNA-PCR y del cultivo vira
fue del 85,7%, la especificidad de las tres técnicas fue del 100%. En el
grupo C las tres técnicas presentaron un 100% de sensibilidad y
especidad.

Conclusiones: Nuestros resultados demuestran que | as tres técnicas,
determinacion de lacargaviral, DNA-PCRYy € cultivovird, tienen la
misma sensibilidad a partir de los dos meses de edad. Sin embargo, en
edades inferiores alos dos meses, |a técnica de determinacion de la
cargaviral, que no se utiliza de forma rutinaria, presenta una mayor
sensibilidad, representando unatécnica mas eficaz para el diagndstico.
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VIRAL LOAD QUANTIFICATION FOR THE EARLY
DIAGNOSIS OF PERINATAL HUMAN IMMUNODEFICIENCY
VIRUS 1 (HIV-1) INFECTION

Abstract. Objective: The aim of this study was to compare the
sensitivity and specificity of polymerase chain reaction (DNA-PCR) and
virus cultures with HIV-RNA assays (viral load) in the early diagnosis
of vertically transmitted HIV-1 infection.

Patients and methods: One hundred and six infants born to HIV-1
seropositive mothers were divided into three groups: A) Nineteen
newborns (24-26 hours of age); B) Twenty-three infants between 1 and
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2 months of age; and C) Sixty-four infants older than 2 months. HIV-1
RNA was measured in plasmaand HIV proviral DNA was determined
in peripheral blood mononuclear cells after amplification by DNA-PCR.
The HIV wasisolated by amicroculture technique.

Results: In the samples obtained during the neonatal period (less than
96 hours of age), 75% of the infants were positive by viral load analysis,
50% by proviral DNA-PCR and only 25% by culture assay. In group B,
100% of the infants were positive by viral load analysis and 85.7% by
proviral DNA-PCR and culture assays. Viral load, provird DNA-PCR
and cultures were positive in al infants older than 2 months of age.

Conclusions: Our resultsindicate that the 3 techniques. viral load,
DNA-PCR and culture, have 100% sensitivity after 2 months of age.
However, the viral load technique, which is not routinely used, was
found to have a higher sensitivity than proviral DNA-PCR and vird
culture in infants younger than 2 months. We conclude that viral load is
auseful technique to diagnose HIV infection in newborns.

Key words: Vertical transmission. HIV-1. PCR. Vira culture. Viral
load.

Introduccién

En los Ultimos afios se han producido cambios muy impor-
tantes en las perspectivas del tratamiento de lainfeccidn por el
VIH-1. Laintroduccién del método de cuantificacion de ARN
del VIH-1y lautilizacion de inhibidores de la proteasa en tra-
tamientos combinados detresy cuatro farmacos, han cambiado
las expectativas de vida de los individuos infectados. En neo-
natos tan pronto como se ha confirmado el diagnéstico precoz
de infeccion por VIH-1, si se comienza el tratamiento con te-
rapiatriple se puede llegar a niveles indetectables de carga vi-
ral, 0 que sugiere que un tratamiento rapido puede ser de gran
eficaciafrente al virus. Este seria un objetivo deseable parato-
doslos nifios, por lo tanto, €l diagnostico precoz delainfeccion
por VIH en latransmision maternofetal del VIH-1 es esencial.

L as aproximaciones actuales a diagndstico precoz delain-
feccion por VIH-1 en recién nacidos y lactantes, se basan en téc-
nicas de deteccion de DNA provira por reaccién en cadena de
lapolimerasa (PCR) y en cultivos viraes. Estudios preliminares
indican quelaPCR, capaz de ampliar regiones del genomaviral
en més de 100.000 copias, detecta secuencias de VIH-1 en céu-
las mononucleares de sangre periférica (CM SP) en aproximada:
mente un 50% de recién nacidos durante la primera semana de
viday en un 95% a 100% de nifios infectados mayores de un
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mest2. Ello pone de manifiesto la dificultad que plantea e diag-
néstico en las dos primeras semanas de vida. Esto nos halleva:
do alabUsqueda de nuevas técnicas que permitan el diagnostico
precoz de los nifios infectados perinatalmente por e VIH-1.

Lacuantificacion del RNA VIH-1, denominada cargaviral,
requiere un paso previo de RNA a DNA complementario antes
del proceso de amplificacion. Se recomienda la utilizacién de
plasma para su realizacion. La cantidad de muestra necesariaes
de 100 2200 pl de plasma. Esta técnica se hamostrado como un
marcador predictivo en individuos adultos infectados por VIH-
1y seutilizaen latoma de decisiones sobre el comienzoy cam-
bio de terapia antirretroviral, ya que existe unarelacion entrela
potenciadel tratamiento y lareduccion del nimero de particu-
lasvirdes circulantes®9. Lacargaviral también serelacionacon
latasade transmision del VIH-1y riesgo de progresion a SIDA
en parejas sexuales®, en receptores de transfusiones™ y en re-
cién nacidos de madres seropositivas®. El objetivo de este tra-
bajo es estudiar si la determinacion de lacarga viral presenta
ventajas en el diagnostico precoz de lainfeccion por VIH-1 en
nifios nacidos de madres seropositivas. Para analizar este obje-
tivo, hemos realizado un estudio en muestras de plasma duran-
te el periodo neonatal y durante los primeros 12 meses de vida
en nifios registrados en un estudio de transmision vertical.

Pacientes y métodos
Pacientes pediatricos con infeccion VIH

El grupo de estudio incluye 106 nifios nacidos de madres se-
ropositivas para VIH-1: 19 recién nacidos de edad comprendi-
da entre 24-96 horas, 23 nifios menores de 2 meses (rango: 1-
1,73 meses) y 64 nifios mayores de 2 meses de edad, controla
dos en & Departamento de Immunopediatriadel Hospital Generd
Universitario Gregorio Marafion de Madrid, desde enero de 1991,
hasta junio de 1997. El factor de riesgo de transmisién fue por
viavertical en todos |os pacientes pediétricos. Todos los nifios
fueron positivos para anticuerpos anti-VIH a nacimiento. Sin
embargo, 44 nifios de los 106 nifios estudiados estaban redmente
infectados por VIH-1 utilizando métodos de deteccion directa
del virus (DNA-PCR y cultivo viral) en sucesivos estudios de
seguimiento.

Extraccion y procesamiento del plasma

Las muestras de sangre se obtuvieron por venopuncion en
tubos con anticoagulante EDTA, y los plasmas se separaron du-
rante la primera hora tras la extraccion por centrifugacion. El
plasma se congel 6 directamente a-70 °C después de su separa
cion.

Deteccion de anticuerpos anti-VIH-1 en suero por
inmunotransferencia

Se realiz6 la determinacion de anticuerpos anti-VIH-1 me-
diante un equipo comercial (New Lav Blot I, Sanofi Pasteur),
destinado ala deteccion de estos anticuerpos por inmunotrans-
ferencia (Western-Blot, WB), para la confirmacion de respues-
tas anti-VIH positivas?.
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Aidamiento del VIH-1 por cultivo viral

La deteccion del VIH-1 serealizo utilizando un ensayo de
microcultivo®. Las CMSP se aislaron por centrifugacion reali-
zando un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (Pharmacia,
Uppsala, Sweden). Se cocultivaron 2 x 108 CMSP del paciente
con 2 x 10 CM SP de un donante sano previamente estimuladas
durante 48 horas con PHA (Difco Laboratoires, Inc., Detrait,
Mich.) en placas de 24 pocillos con 2 ml de medio RPMI su-
plementado con 20% de suero fetal de ternera (FCS) y 20 U/ml
de IL-2. Semana mente se afiadieron 2 x 106 CM SP preestimu-
ladas con PHA en 1 ml de medio fresco, y dos veces por sema-
na se recogieron los sobrenadantes para determinar por ELISA
laconcentracion de Ag p24 paraVIH-1 (ElaviaAg |, Diagnostics
Pasteur). Los cocultivos se mantuvieron de 28 a 42 dias.

Deteccion del DNA proviral de VIH-1 por PCR

El DNA delascélulas, se extrajo mediante lisisy digestion
con proteinasaK (10mM TrispH 8,0,0,1 M EDTA, 0,5% SDS
y 100 mg/ml de proteinasa K (Sigma)) durante 3 horas a 50°C,
con extraccion posterior con 1 volumen de fenol (pH 8,0) y 1
volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), precipitacion
con 1 volumen de etanol absoluto y 0,3 M de acetato amonico.
El DNA selavo después con etanol al 70% y se resuspendid
en H,0 libre de nucleasas.

Las CMSP detodos | os nifios se analizaron parala deteccion
de DNA VIH-1 por doble PCR con oligonuclettidos especifi-
cos para los genes gag, pol y env del genomaviral (JA4-A7,
JA17-JA20 Y JA13-JA16, respectivamente), previamente pu-
blicados®9. Las muestras primero se amplificaron durante 24 ci-
clos con pares de olignucledtidos externos y posteriormente 1/10
(5ml) del producto de la primera PCR se amplificé durante 30
ciclos con pares de oligonucledtidos internos. La preparacion de
las muestras se realizé en una cabina de flujo laminar de altase-
guridad, destinada exclusivamente a la realizacion de la PCR.
Las muestras de todos los nifios VIH-1 dieron una sefial positi-
vacon los oligonucledtidos PCO3-PC04 especificos paralos ge-
nes humanos de la 3-globina®?9. El producto dela PCR se ana
liz6 por electroforesis en gel de agarosaa 1,5% y tincion con
bromuro de etidio. Las muestras se consideraron positivas si al
menos dos regiones diferentes del genoma humano repetida
mente dieron un producto de amplificacion especifico.

Cuantificacion de RNA viral por RT-PCR

Losniveles de RNA viral en el plasma de los pacientes pe-
didtricos, se cuantificaron usando un ensayo comercia (Amplicor-
HIV Monitor ™Test), aprobado por la Federal Drug
Administration (FDA), para monitorizacion de cargavira en
mayo de 1996,

Resultados

Estudiamos 106 nifios nacidos de madres seropositivas pa
raVIH-1 divididos en tres grupos seglin edad: grupo A) 19 re-
cién nacidos de edad comprendida entre 24-96 horas, grupo B)
23 nifios menores de 2 meses (rango 1-1,73 meses) y grupo C)
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Tabla | Resultados comparativos de la deteccion
de VIH por carga viral (RT-PCR), DNA-PCR
y cocultivo viral en 106 nifios VIH-1

menores de 12 meses de edad

Edad  Técnica VP FN VW FP S VPN
RT-PCR 3 1(5%) 16 0 75% 94%
<lmes DNA-PCR 2 2(50%) 17 0 50% 894%
Cocutivo 1  3(75%) 18 0 25% 85%
RT-PCR 7 0 16 0 100% 100%
1-2meses DNA-PCR 6 1(142%) 17 0 858% 94%
Coculivo 6  1(142%) 17 0 858% 94%
RT-PCR 33 0 31 0 100% 100%
>2meses DNA-PCR 33 0 31 0 100% 100%
Cocultivo 33 0 31 0 100% 100%

VP: verdadero positivo; FN: falso negativo; VN: valor negativo;
FP: falso positivo; S sensibilidad; VPN: valor predictivo negativo.

64 nifios mayores de 2 meses de edad. Todos |os nifios presen-
taron anticuerpos anti-VIH a nacimiento. De estos 106 nifios,
s0lo 44 nifios se diagnosticaron definitivamente como infecta-
dos por el VIH-1 por métodos de laboratorio (DNA-PCR, co-
cultivovira y determinacion delacargavira) en estudios de se-
guimiento que se realizaron de forma rutinaria cada tres me-
ses. Ademéds, en todos estos estudios de seguimiento se obser-
varon anticuerpos anti-VIH, como se demostr por ensayo de
inmunotransferencia o Western-Blot positivo. Los 62 nifios res-
tantes fueron diagnosticados como no infectados en estudios de
seguimiento. En estos nifios a hacer los estudios de seguimien-
to paraanticuerpos anti-VIH se observd serorreversion alos 15-
18 meses, como se demostré por la ausencia de bandas especi-
ficas para VIH por inmunotransferencia o Western-Blot. Todos
tuvieron DNA PCR negativa, cocultivo viral negativoy valores
de cargaviral negativos en todos | os estudios de seguimiento.

Realizamos un estudio comparativo de |os dos métodos uti-
lizados de formarutinaria en e diagndstico precoz de lainfec-
cion por VIH-1 en los 106 nifios menores de 12 meses de edad:
deteccion de DNA proviral por PCRy cocultivo viral y del mé-
todo de cuantificacion de carga viral, para evaluar la sensibili-
dad y especificidad de los mismos.

Tres de los 19 recién nacidos del grupo A tuvieron resulta-
dos de carga viral positivas, dos de estos tres nifios tuvieron
resultados de DNA-PCR positivay solamente un recién naci-
do de estos tres tuvo resultado de cocultivo viral positivo (Tabla
). En estudios de seguimiento, cuatro nifios (incluyendo los 3
anteriores) fueron diagnosticados como positivos paralain-
feccidn. Ninguno de los otros 15 fueron infectados por el VIH-
1, yaque nunca se detectd virus y los anticuerpos anti-VIH-1
desaparecieron (serorreversion).

De los 23 nifios del grupo B que presentaban en €l primer
estudio entre 1y 2 meses de edad, siete presentaron valores de
cargaviral positiva, seis de estos siete nifios tuvieron resultados
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Figura 1. Sensibilidad de las técnicas de diagnostico de lainfeccion por
VIH-1 (DNA-PCR, cultivo vira y cargavira -RT-PCR-) en nifios me-
nores de 12 meses de edad.

En el grupo A, lasensibilidad de laDNA-PCR fue del 50%, en €l cultivo
vira del 25%Yy enlaRT-PCR del 100%. En el grupo B, lasensibilidad de
laDNA-PCRYy del cultivo viral fue del 85,7%y delaRT-PCR del 100%.
En € grupo C, lastres técnicas tuvieron una sensibilidad del 100%.

de DNA-PCR positivay seis de estos siete tuvieron valores de
cocultivo viral positivo. Los siete nifios se diagnosticaron po-
sitivos para VIH-1y los restantes 16 no resultaron infectados
por VIH-1 en estudios de seguimiento posteriores (Tablal).

Delos 64 nifios del grupo C analizados en primerainstancia
con més de dos meses de edad, 33 nifios tuvieron valores posi-
tivosde lastrestécnicasy los 31 restantes valores negativos pa-
ralastrestécnicas (Tablal). Posteriormente, en sucesivos es-
tudios de seguimiento se corroboré que los 33 nifios estaban in-
fectados.

Asi pues, de los resultados anteriores se puede deducir que
la sensibilidad de la cargaviral en el grupo A de recién naci-
dos fue del 75% (3/4), mientras que la sensibilidad de la DNA-
PCR fue del 50% (2/4) y del cocultivo viral del 25% (1/3); laes-
pecificidad de las tres técnicas fue del 100% ya que no detec-
taron ningln falso positivo (Fig. 1). En el grupo B, de nifios de
edad comprendida entre 1-1,73 meses, la sensibilidad y especi-
ficidad delacargavira fue del 100% (7/7), mientras que la sen-
sibilidad de laDNA-PCR y del cocultivo viral fue del 85,7%
(6/7) y laespecificidad de ambas técnicas fue del 100% (Fig. 1).
En el grupo C, nifios a partir de dos meses de edad, la concor-
dancia entre las tres técnicas fue del 100% en cuanto a sensibi-
lidad y especificidad (Fig. 1). El valor predictivo positivo (VPP)
fue del 100% en todos los grupos de nifios. El valor predictivo
negativo (VPN) en los nifios VIH-1 menores de 1 mes de edad
fue del 94% paralacargaviral, del 89,4% paralatécnicade
DNA-PCR, y del 85% para €l cocultivo viral (Fig. 2); cuando
los nifios VIH-1 se analizaron entre 1y 2 meses (grupo B), €l
VPN fue del 100% paralacargavira y del 94% paralas técni-
cas de DNA-PCR y cocultivo viral (Fig. 2). Mientras queen €l
grupo C, nifios VIH-1 mayores de 2 meses de edad € VPN fue
del 100% paralastrestécnicas (Fig. 2).

Discusion
En este trabajo se hainvestigado el papel que podriatener la
cuantificacion de carga viral por RT-PCR durante las primeras
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Figura 2. Valor predictivo negativo de las técnicas de diagndstico de la
infeccion por VIH-1 (DNA-PCR, cultivo viral y cargaviral -RT-PCR-) en
nifios menores de 12 meses de edad.

Enel grupo A, € VPN delaDNA-PCR fue del 89,4%, en el cultivo vira
del 85%Yy enlaRT-PCR del 94%. En € grupo B, & VPN fue del 94% pa-
ralaDNA-PCRYy cultivo vira y del 100% parala RT-PCR. En €l grupo
C, & VPN fue del 100% paralatrestécnicas.

semanas de viday se ha demostrado que durante este periodo de
tiempo esta técnicaincrementa el nimero de nifios diagnostica:
dos con infeccidn por VIH en comparacion con |os ensayos con-
vencionales de DNA-PCRy cocultivo viral, detectando RNA
VIH en tres de cuatro recién nacidos (75%) y en Siete de siete ni-
fios menores de 2 meses de edad (100%), frente a50% y 85,7%
por DNA-PCR. A todos ellos posteriormente se confirmo su
infeccion por VIH-1. De especial importanciaesel hecho de que
todos |0s nifios que posteriormente se hicieron seronegativos tu-
vieron valores de cargaviral 0 RNA VIH negativo.

En este estudio, por métodos de PCR y cultivo viral, se han
diagnosticado 11 nifios infectados por VIH-1 antes del final de
su segundo mes de vida, y los resultados han sido confirmados
por una tercera muestra obtenida entre los meses 4y 7. Estas
evidencias muestran que se puede tener un diagndstico dein-
feccidn por VIH-1 por PCR o cultivo viral antes delos dos me-
ses de viday, quizas tan pronto como al final del primer mes.
Sin embargo, tres de 11 (27,27%) nifios infectados por VIH no
se pudieron diagnosticar en el momento del nacimiento ni por
PCR ni por cultivo viral. Esto no fue debido a dificultades téc-
nicas, tales como dificultades en la obtencion de muestras en
el momento del nacimiento o ausencia de sensibilidad dela PCR.
En cada experimento se ensay6 lasensibilidad delaPCR y sem-
pre encontramos una sefial positivade 1 copiade DNA proviral
en 100.000 céulas. Para descartar diferencias cualitativas entre
muestras, laamplificacion por PCR de muestras diluidas 10 ve-
ces de lisados obtenidos en € momento del nacimientoy a4, 7
semanas en cuatro nifios (con pares de oligonucledtidos dela 3
globina) mostré una sefia positivaen laterceradilucion. Lamis-
ma tendencia se observaen e cultivo viral. Los resultados ne-
gativos de PCR y cultivo obtenidos en el momento del naci-
miento indican que la carga proviral en CMSP en ciertos pa-
cientes infectados no fue suficiente para ser detectada.

En concordancia con |os datos obtenidos en este trabajo, es-
tudios previos estimaron la sensibilidad de la DNA-PCR en un
22% en e momento del nacimiento, 42% alos 4 dias, 55% alos
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7 dias de edad, 73% alos 14 dias, 90% alos 21 diasy del 95%
alos 35 dias219), Otros estudios estiman més atala sensibili-
dad delaDNA-PCR en el periodo neonatal, observando una sen-
sibilidad del 93% alos 14 dias®o.

Nuestro trabajo demuestra que el cocultivo tiene lamisma
sensibilidad que la PCR a partir de los dos meses de edad, sien-
do la concordancia con la técnica de DNA-PCR del 100%. En
edadesinferiores alos dos meseslasensibilidad del cocultivo fue
menor que la DNA-PCR, solamente uno de |os dos recién naci-
dos positivos por PCR tuvieron resultado de cocultivo positivo.
Las posibles causas de la discordancia pueden ser quelas células
del donante no estuvieran estimuladas o que lacarga provira cir-
culante fueramuy baja, para ser detectada por cocultivo viral, pe-
ro suficiente para poder ser amplificaday dar un resultado posi-
tivo por DNA PCR o que e DNA no estuviera integrado®.

Nuestros resultados pueden indicar |a utilizacion de la de-
terminacion de lacargaviral como método complementario, in-
cluso superior alos actualmente utilizados para el diagnéstico
delainfeccidn por VIH en recién nacidos. Es muy importante
tener en cuenta que cuando se analiza una muestra por RT-PCR
no se esta detectando virus integrado en el genoma del hospe-
dador, sino virus circulante en e torrente sanguineo. En agunos
casos, cuando las muestras de sangre se obtengan en el momento
del parto, se podria estar detectando cargaviral delamadrey no
del recién nacido, o virus defectivo que posteriormente no sein-
tegre en el genomay, por lo tanto, no sea viable. Se necesita
un mayor nimero de estudios a largo plazo para poder confir-
mar la nueva aplicacién de la RT-PCR del VIH como técnica
diagnostica.
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