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Resumen: La deteccion de la transmision vertical del VIH no puede realizarse por métodos seroldgicos debido a la permanencia de
anticuerpos maternos durante los primeros 18 meses de vida, por lo que se requiere de métodos virologicos directos. La prueba de referencia
para el diagndstico en estos pacientes es la PCR de ADN proviral. Diversos estudios han demostrado que la cuantificacion de la carga viral
puede ser utilizada para el diagnostico de la infeccion por VIH. El objetivo del estudio fue evaluar la utilidad de la carga viral como un
método alternativo para el diagnostico precoz de la transmision vertical del VIH. Se seleccionaron un total de 191 infantes, hijos de madres
positivas para el VIH, con edades comprendidas entre 26 dias y 17 meses durante el periodo 2011-2017, referidos al INHRR con resultados
positivos para la PCR de ADN proviral del VIH, a los cuales se les proceso la carga viral plasmatica. E1 100% de las muestras presentod
valores de carga viral detectables, con un promedio de 748.488,83 copias/mL (5,87 log, ). Este estudio sugiere que la cuantificacion de la
carga viral de VIH puede ser utilizada para la deteccion de la infeccion en hijos de madres VIH positivas.

Palabras clave: VIH; carga viral; infantes; transmision vertical.

Use of the Viral Load of Human Immunodeficiency Virus for detection of vertical
transmission in patients referred to the National Institute of Hygiene Rafael Rangel

Abstract: Determination of vertical HIV transmission cannot be performed by serological methods during the first 18 months of life due to
the persistence of maternal antibodies, therefore direct virological methods are required. The reference test for diagnosis in these patients
is proviral DNA PCR. Several studies have shown that viral load quantification could be used for diagnosis of HIV infection. The objective
of this study was to evaluate the use of HIV viral load as an alternative method for early diagnosis of vertical HIV transmission. During
the period 2011-2017 a total of 191 infants aged between 26 days and 17" months born from HIV positive mothers were selected from
those referred to the INHRR for proviral DNA PCR determination. Their plasma viral load was quantified. All the specimens (100%) had
detectable viral load, with mean value of 748,488.83 copies /mL (5.87 log ). These results suggest that quantification of HIV viral load
could be used for detection of HIV infection in children born from HIV positive mothers.
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Introduccion

La transmision vertical es una de las vias de propagacion
de la infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH); para el ano 2017 el Programa Conjunto de las
Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) estim6
que a nivel mundial el nimero de nifios por debajo de 15

afios de edad que viven con el VIH es de 2,1 millones [1].
En Venezuela, la ONUSIDA estim6 que para el afio 2016
existian 120.000 personas viviendo con VIH, de los cuales
existen 2.500 ninos de 0 a 14 anos infectados con el VIH,
igualmente, para el 2016 aproximadamente 500 nifios se
infectaron con el VIH debido a la transmision vertical [2].
Los niflos infectados con VIH sufren de enfermedades
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infantiles comunes similares a las de aquellos que no lo
estan. Sin embargo, en niflos con VIH estas enfermedades
duran mas, ocurren con mayor frecuencia o responden mal
a los tratamientos habituales [3]. Por esto es necesario dar
una respuesta oportuna en lo que se refiere al diagnostico
precoz de la infeccion, para que se inicie el tratamiento
antirretroviral requerido [3].

Debido a la permanencia de anticuerpos maternos durante
los primeros 18 meses de vida en los recién nacidos, no
es posible la utilizacion de métodos indirectos para la
deteccion de la infeccion en nifios nacidos de madres VIH
positivas [4]. La prueba de referencia para la deteccion de
la infeccion en estos pacientes, es la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) del ADN proviral, cuya sensibilidad
aumenta con la edad; a partir de primer mes la sensibilidad
es de 96% con especificidad del 99% [5]. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomienda que a todos los
lactantes expuestos al VIH se les realice la prueba de
deteccion viral entre las 4 a 6 semanas de edad y entre los
4 y 6 meses de vida. En los infantes con un resultado de la
prueba viroldgica inicial positiva, se recomienda comenzar
el tratamiento antirretroviral y al mismo tiempo tomar una
segunda muestra para confirmar el resultado positivo [6].

El diagnostico basado en la PCR requiere de una
instrumentacion compleja, reactivos dependientes de cadena
de frio, suministro eléctrico fiable y laboratorios altamente
especializados, que requieren de una infraestructura
significativa, por lo que la mayoria de las muestras se
envian a laboratorios centralizados en zonas urbanas [7].
Actualmente, dicha determinacion esta siendo reemplazada
por la carga viral, principalmente debido a dificultades para
disponer de ensayos comerciales para determinar el ADN
proviral con suficientes controles de calidad y certificacion
por agencias reguladoras, ademas que para su realizacion
se debe utilizar sangre total [8]. El Instituto Nacional de
Higiene Rafael Rangel (INHRR), es el tnico centro de
referencia en Venezuela que atiende de manera gratuita
pacientes con VIH procedentes de diferentes estados y el
diagndstico se realiza mediante la prueba de PCR de ADN
proviral, desde el primer mes de vida.

La carga viral del VIH, basada en la cuantificacion del
virus circulante en el plasma, y referida al nimero de
copias de ARN del VIH por mililitro (copias/mL) y el
contaje de linfocitos T CD4+, son los marcadores mas
utilizados para el prondstico de la progresion del VIH; el
primero es utilizado como un indicador de replicacion viral,
mientras que el segundo es utilizado como indicador del
estado inmunolodgico. La prueba de carga viral puede ser
utilizada para el diagnostico de la infeccion por el VIH sélo
en la confirmacion de la infeccion neonatal [9]. Debido a
lo anteriormente expuesto el objetivo de este trabajo fue
evaluar la utilizacion de la prueba de carga viral del VIH-1
como un método alternativo para el diagnéstico precoz de
la infeccion en infantes nacidos de madres VIH positivas.

Materiales y métodos

Se realiz6é un estudio de tipo observacional, analitico y
retrospectivo. La poblacion estuvo conformada por todos
los hijos de mujeres con diagndstico de VIH que acudieron
al INHRR para la deteccion del ADN proviral del virus, con
edad inferior a los 18 meses entre los afios 2011 y 2017. La
muestra correspondio a los hijos de madres con diagnostico
de VIH que obtuvieron resultados positivos para la prueba
de PCR ADN proviral del VIH y su respectiva cuantificacion
de la carga viral basal.

Los investigadores de este trabajo conservaron el
anonimato de todos los pacientes y mantuvieron el acuerdo
de confidencialidad. Los hallazgos obtenidos en este estudio
no interfirieron con los resultados reportados al paciente. El
desarrollo de esta investigacion conto con la aprobacion de la
Gerencia de Diagndstico y Vigilancia Epidemiologica, dado
que el VIH es una enfermedad de notificacion obligatoria.

Métodos de Deteccion

PCR de ADN proviral: Las muestras de sangre total fueron
extraidas mediante columnas de silica gel, siguiendo
las especificaciones del estuche comercial (DNA Blood
QIAGEN) y el ADN extraido fue almacenado a -20 °C,
hasta su procesamiento. Posteriormente se realizaron dos
ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa en dos
rondas, a través de las cuales se determinaron las regiones
genéticas env y gag del VIH-1 [10]. La visualizacion del
producto amplificado, se obtuvo luego de una electroforesis
en gel de agarosa al 2% por tincion con bromuro de etidio. A
los pacientes con resultados positivos para alguna de las dos
pruebas de PCR se les solicitd inmediatamente una segunda
muestra para la confirmacion del resultado obtenido.

Cuantificacion de la carga viral del VIH-1: A cada uno
de los pacientes que resultaron positivos para el PCR de
ADN proviral se le realizo la determinacion de la carga viral
del VIH-1. La misma fue realizada, segun disponibilidad,
mediante las técnicas de ADN ramificado (bDNA) ensayo
Versant 340 (Siemens) y PCR en tiempo real COBAS
AmpliPrep/COBAS Tagman HIV-1, version 2.0. (Roche),
de acuerdo a las especificaciones de cada una de las técnicas.

Ensayo Versant 340 (Siemens): Esta técnica comercial se
fundamenta en la amplificacion de una sefal; para ello el
virus es lisado, liberandose su ARN, donde oligonucledtidos
sintéticos o sondas (blanco) median la captura del ARN
viral a la superficie de un micropozo en una placa de
poliestireno. Otras sondas especificas a su vez permiten la
union del ARN viral a moléculas de ADN ramificadas con
multiples copias de fosfatasa alcalina. Posteriormente, se
incuba el complejo con un sustrato quimioluminiscente y
se mide la emision de luz con un luminémetro. La sefial de
quimioluminiscencia obtenida es directamente proporcional
a la concentracion de acido nucleico presente en la muestra.
El rango de cuantificacion para el ensayo bDNA version 3.0
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es de 50 a 500.000 copias de ARN/ml [11].

Ensayo PCR en tiempo real COBAS AmpliPrep / COBAS
Tagman HIV-1, version 2.0. (Roche): Este ensayo comercial
realiza una extraccion totalmente automatizada; la PCR en
tiempo real utiliza una diana de deteccion localizada en el
gen gag y regiones LTR del VIH-1. Presenta un rango de
deteccion de 20 a 10.000.000 copias/ml [12].

Analisis estadistico

Los datos se describieron mediante el uso de frecuencias,
medias, rangos y porcentajes. Se utilizd la prueba ¢ de
Student como método estadistico para el analisis de los
resultados.

Resultados

Se incluyeron un total de 191 infantes hijos de madres
positivas para el VIH con edades comprendidas entre 26
dias y 18 meses, con resultados positivos para el PCR de
ADN proviral del VIH y con valores de cuantificacion de la
carga viral basal.

El 100% de las muestras de los pacientes presentaron
valores de carga viral detectables, con un rango comprendido
entre 1.342 copias/mL (3,13 log ) y 10.000.000 copias/
mL (7 log ), y un promedio correspondiente a 748.488,83
copias/mL (5,87 log, ). En la figura 1 se puede observar el
numero de muestras de pacientes agrupadas de acuerdo a
la cuantificacion de la carga viral en log  respectivamente,
para el total de las muestras estudiadas, en un rango de
carga viral en log10 que va desde 3 a 7 (equivalente a 1.000
y 10.000.000 copias/mL), observandose que la mayoria
de los pacientes presentaron niveles elevados de carga
viral, agrupandose la mayor cantidad de ellos entre 5y 6
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Figura 1. Frecuencia de la cuantificacion de la carga viral en log,; en la
muestra estudiada.

correspondiendo a la media obtenida en el presente estudio,
la cual fue de 5,7.

Del total de muestras procesadas, 5 (2,6%) presentaron
valores de carga viral menores a 10.000 copias/ml (4,0
log,,), 33 (17,3%) presentaron valores de carga viral entre
10.000 a 100.000 copias/ml (4,0 logl0 — 5,0 log, ), y
153 (80,1%) mostraron valores de carga viral, mayores a
100.000 copias/ml (5,0 log, ).

A fin de correlacionar los niveles de carga viral con
respecto a la edad de los pacientes, la tabla 1 muestra los
resultados obtenidos con respecto al promedio de las cargas
virales expresada en log,, de las muestras estudiadas y la
estratificacion de la edad de los pacientes, observandose
que el promedio de carga viral del primer grupo (0-4 meses)
fue mas elevado que el resto de los grupos, y el cuarto grupo
de pacientes, con edad superior a 12 meses, el promedio de
carga viral fue el menor.

Tabla 1. Promedio de cuantificacion de la carga viral (log ;) de acuerdo a la
edad de los pacientes estudiados.

Edad (meses) I\i,l;rg:ﬁieie Media de cazlg(?g\lzni)ral de VIH-1
la4 107 5,6
5a8 39 5,4
9al2 28 54
12a18 17 5,1

En relaciéon al sexo, ambos grupos mostraron una
distribucion normal, sin diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de carga viral (0,05<p),
representando un promedio de carga viral log, =5,46 y 5,48
para el sexo masculino y femenino respectivamente.

Con respecto al uso del tratamiento profilactico, de
la muestra total, 94 (49,2%) no recibieron tratamiento
profilactico, 73 (38,2%) recibieron tratamiento y de
24 (12,6%) pacientes no se obtuvo informacion. En
este sentido, de acuerdo al analisis estadistico, estos
grupos también presentaron una distribucion normal, sin
diferencias significativas (0,05<p), lo que indica que el uso
de tratamiento profilactico no afectd los niveles de carga
viral en estos pacientes (tratamiento profilactico log = 5,4;
sin tratamiento profilactico log = 5,5, sin informacion:
log, = 5,6).

Discusion

El uso de la cuantificacion de la carga viral para el
diagndstico de la infeccion por transmision vertical del
VIH representa un método alternativo cuando no se dispone
de los métodos tradicionales. En un trabajo realizado en
Argentina se evalud el desempeiio del ensayo de ARN
cuantitativo COBAS TaqMan HIV-1 Test, version 1.0
(Roche), para considerarlo como metodologia alternativa
o complementaria en el diagnostico precoz de la infeccion
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por VIH en nifios expuestos durante la etapa perinatal. Los
resultados demostraron una alta sensibilidad y especificidad,
y mostraron que no es necesario establecer un valor de corte a
partir del cual una muestra detectable pueda ser considerada
como verdadera positiva para el diagnostico de infeccion
congénita por VIH [13]. Al igual que en nuestro estudio, los
resultados demostraron un excelente desempeio entre las
dos técnicas evaluadas, lo que indica que puede ser utilizada
como método alternativo para el diagnostico de la infeccion
en estos pacientes.

En relacion al nivel de viremia, en Espaia, se consideran
validos resultados en los que el nivel sea elevado (mayor a
5.000 copias/mL), de lo contrario, es preferible descartar
la infeccion mediante el uso de otras pruebas [14]. Otros
autores consideran que cuando se utiliza esta metodologia
se requiere que la carga viral plasmatica sea >10.000 copias/
mL para que el resultado sea interpretado como positivo.
Generalmente los nifios con infeccion no tratada por VIH
presentan cargas virales extremadamente altas (mayores a
100.000 copias/mL), por lo que consideran que un ensayo
con carga menor a 10.000 copias/mL no debe interpretarse
como definitivamente positivo cuando se utiliza para el
diagnostico de la infeccion [4]. De acuerdo a resultados
obtenidos en nuestra investigacion, 97,4% de los pacientes
presentaron valores de carga viral mayores de 10.000
copias/mL, mientras que 2,6% de los pacientes estudiados
mostraron valores de carga viral menores a 10.000 copias/
mL, corroborandose que en ellos generalmente se presentan
cargas virales elevadas. Por esta razon, consideramos que
se puede establecer 10.000 copias/mL como punto de corte
para el diagnostico en este tipo de pacientes. La correlacion
de los resultados obtenidos entre los valores de carga viral
y la edad demostraron, en lineas generales, que los valores
de carga viral en los primeros meses de vida son mas
elevados y después van disminuyendo paulatinamente; es
posible que esta disminucion se deba al uso de tratamiento
antirretroviral. Entonces, es importante tomar en cuenta que
el periodo donde existe la mayor posibilidad de deteccion
de la infeccion esta en los primeros meses de vida, por lo
que se hace prioritario establecer la atencion médica en este
intervalo de tiempo.

En Brasil, investigadores determinaron que la carga
viral media de los nifos infectados de 3 semanas hasta los
3 meses de edad fue de 1.500.000 copias/mL (log, 6,2)
con un rango desde 125.000 hasta 44.000.000 copias/mL
(log,, 5,1-7,6) [15]. Dichos resultados son similares a los
obtenidos en nuestra investigacion, donde el primer grupo
de pacientes (hasta 4 meses) present6 un promedio de carga
viral menor al reportado por los investigadores brasilefios,
representado por 398.107 copias/mL (5,6 log,) con una
diferencia logaritmica de 0,6 y un rango entre 1.342 a
10.000.000 de copias/mL.

En un estudio realizado en Estados Unidos [16], no
hubo diferencias significativas entre la PCR de ADN
cualitativo y la cuantificacion de ARN. La sensibilidad
de la cuantificacion fue ligeramente menor cuando los
nifios habian recibido Zidovudina (ZDV) pero sin una

diferencia estadisticamente significativa. En este sentido,
nuestra investigacion demostré que no hubo diferencias
estadisticamente significativas al comparar los niveles de
carga viral con el uso de tratamiento profilactico. Los autores
mencionados anteriormente, determinaron que resultados
falsos positivos sélo pueden ocurrir por errores técnicos
del laboratorio e igualmente definieron que los valores de
carga viral menores a 1.000 copias/mL deben evaluarse con
especial atencion. Investigadores han referido que la terapia
antirretroviral y la profilaxis que se utiliza para reducir la
trasmision madre-hijo podrian afectar la sensibilidad de
las técnicas de carga viral, por lo que debe considerarse
el uso de terapia antirretroviral a la hora de interpretar los
resultados [13]. Nuevamente, en nuestro estudio no hubo
diferencias significativas en los valores de carga viral de
los nifios que recibieron o no tratamiento profilactico, por
lo que este aspecto no interfirio en la interpretacion de los
resultados.

Por otra parte, Alvarez et al [17] indicaron que la carga
viral del VIH puede verse afectada por la variabilidad
genética del virus. En este estudio se compararon dos
metodologias: ensayo de ADN de VERSANT VIH-1 RNA
1,0 kPCR (kPCR) y Roche CAP/CTM cuantitativo v2.0
(CAP/CTM v2.0) en muestras de diferentes variantes
de VIH-1, describiendo que la variabilidad genética del
VIH-1 puede llevar a la subestimacion de la carga viral
o a la ausencia de deteccion de ARN del VIH-1 usando
diferentes metodologias. De acuerdo a estos resultados,
sugieren que si se utiliza la carga viral para el diagnostico
en infantes, se espera obtener una carga viral elevada,
pero se debe considerar un ensayo muy especifico, que
en su caso fue kPCR sin ningln resultado falso positivo,
mientras que la metodologia CAP/CTMv2.0 mostré 10,5%
de deteccion de VIH falsos positivos con cargas inferiores
a 2.300 copias/mL, lo que indica que los resultados falsos
positivos podrian resultar en un diagnostico incorrecto y
un tratamiento innecesario [17]. En nuestra investigacion
ambas metodologias fueron comparables para detectar y
cuantificar la carga viral, sin embargo, no fueron evaluados
pacientes con PCR negativo para el VIH a fin de valorar los
falsos negativos y/o falsos positivos.

Finalmente, una vez analizados los resultados de la
investigacion, se presenta un algoritmo alternativo para el
diagnostico del VIH en pacientes menores de 18 meses hijos
de madres VIH positivo (Figura 2); donde, un resultado
de carga viral mayor de 10.000 copias/mL es reportado
Positivo y se solicita una segunda muestra para confirmar el
resultado, por su parte, si se obtiene una carga viral menor
de 10.000 copias/mL se deben verificar los antecedentes
clinicos-epidemiolodgicos y solicitar una segunda muestra,
en caso de obtener una carga viral mayor de 10.000 copias/
mL se reporta Positivo y se procede como se describid
anteriormente, si se obtiene nuevamente una carga menor a
10.000 copias/mL se debe solicitar una nueva muestra para
la deteccion del VIH mediante la prueba de PCR de ADN
proviral.

En escenarios donde el acceso a un centro de referencia
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Figura 2. Algoritmo diagnostico alternativo del VIH en pacientes menores
de 18 meses hijos de madres VIH positivas.

y/o la disponibilidad de las pruebas es limitada, la
cuantificacion de la carga viral de VIH puede ser utilizada
como prueba viroldgica para la deteccion de la infeccion en
hijos de madres VIH positivo. Es importante el diagnostico
temprano de la infeccion por el VIH-1 en el recién nacido
para su manejo clinico oportuno. Los resultados obtenidos
permitieron establecer un algoritmo diagnostico alternativo
para la deteccion de la infeccion vertical del VIH en hijos de
madres VIH positivo.

Al comparar nuestros resultados con los obtenidos por
otros grupos de investigacion se encontraron similitudes
que permiti6 evidenciar que el uso de esta técnica es
altamente sensible para la deteccion de la infeccion en estos
pacientes, lo que aumenta las alternativas diagnoésticas
que permitan elevar la capacidad de respuesta y conlleve
a lograr el diagnostico temprano de la enfermedad para su
manejo clinico oportuno con la aplicacion de tratamiento
temprano, ya que esta demostrado que en pacientes sin
acceso a tratamiento antirretroviral la enfermedad progresa
rapidamente, y hasta 45% de los nifios infectados desarrollan
el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y
mueren dentro de los dos primeros afios de vida.

Con la aplicacion del algoritmo de diagnostico propuesto
en este estudio, en aquellas poblaciones con dificultades
de acceso y transporte, no sera necesario el traslado de los
pacientes hasta el centro de referencia. De esta manera, el
médico tratante podra referir la muestra de plasma para la
deteccion del VIH al INHRR, a través de su envio por los
servicios de encomienda, cumpliendo las normativas de
transporte de sustancias infecciosas, garantizando de esta
manera el acceso al diagnostico de la poblacion venezolana.
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