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Summary

The number of cases of AIDS in Mexico has been estimated
around 80,00 in America we have the third place, and worlwide
the 13th.
The development of sensitive and precise nucleid acid ampli-
fication assays the measurement of  HIV-1 «viral load»  infec-
ted patients and powerful new antiretroviral drugs have been
esential elements in a favourable change in the monitoring
and adjustment of an effective therapy.
Viral load assays can be affected by numerous variables of in-
terest and concern to the clinicians treating HIV-1 infected
patients, the sources of these variables can be categorized as
preanalytical, analytical and post-analytical, like sample collec-
tion, processing and storage; the effect of vaccinations and
concurrent microbial infections, biological variations; the in-
terpretation of his results; and the election of the most ad-
equate viral load assay in terms of precisions specificity, re-
producibility, linearity and cost.

Virus de la inmunodeficiencia
humana tipo I. Interpretación
de la prueba de «carga viral»

Introducción

A partir de 1985, cuando se dispuso por pri-
 mera vez de pruebas de laboratorio para el

diagnóstico de la infección con los virus de la

inmunodeficiencia humana, ha sido notable el avance
en su desarrollo y aplicación clínica y epidemiológica,
lo que ha permitido la detección oportuna de la in-
fección y elevado la calidad de vida de las personas
infectadas; esto ha sido posible gracias a la disponi-

Resumen

México ocupa el 13o lugar en número de casos de SIDA a nivel
mundial y el 3o en el Continente Americano, con un número
estimado de 80,000. La disponibilidad tanto de medicamentos
antirretrovirales efectivos en su tratamiento como de pruebas
sensibles y específicas para medir la carga viral al HIV-1 ha mo-
dificado favorablemente el panorama de este padecimiento. Sin
embargo, la correcta interpretación de los resultados de estas
pruebas es fundamental para su adecuada utilización.
En la interpretación de estas pruebas es importante conside-
rar las numerosas variables preanalíticas, analíticas y posa-
nalíticas que pueden afectarlas y considerar la manera más
adecuada de tomar y conservar las muestras para estudio, el
efecto de variaciones y numerosas patologías sobre sus valo-
res, así como la elección de la prueba más adecuada en térmi-
nos de precisión, reproducibilidad, sensibilidad, especificidad,
costo, facilidad de realización y su interpretación en términos
logarítmicos y no aritméticos.
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bilidad de medicamentos antirretrovirales efectivos
y de pruebas de cuantificación de ácidos nucleicos
precisas y sensibles; sin embargo, su desarrollo ha
sido tan rápido que en ocasiones resulta difícil para
el clínico su interpretación adecuada, motivo por el
cual se señalarán los aspectos más trascendentes so-
bre este tema.

El síndrome de inmunodeficiencia humana en
México, igual que en el resto de países del mundo,
se ha convertido en un problema complejo de sa-
lud pública, con múltiples repercusiones psicológi-
cas, sociales, éticas, económicas y políticas que
rebasan el ámbito de la salud.

Según estimaciones del programa de la Organi-
zación de las Naciones Unidas para la prevención
del SIDA a mediados de 1999 había 40,000,000 de
personas infectadas con el virus de la inmunode-
ficiencia humana en todo el mundo; además
14,000,000 ya han fallecido, y en promedio 16,000
personas por día son infectadas.

México ocupa el 13o lugar mundial en cuanto al
número total de casos notificados y el 3o en el
Continente Americano. Desde el inicio de la epi-
demia y hasta fines de julio de 1999 se han regis-
trado de manera acumulada 44,387 casos en nues-
tro país. Sin embargo, esta cifra constituye sólo
una aproximación a la magnitud real de la epide-
mia debido al retraso en la notificación y al sub-
diagnóstico, calculándose que el número real de
casos acumulados es de 80,000 y el número de
infectados oscila entre 174,000 y 200,000.1

Dos grandes avances en los últimos cinco años han
venido a modificar favorablemente el panorama de
las personas infectadas con los virus de la inmu-
nodeficiencia humana: en primer lugar el poder dis-
poner de medicamentos antirretrovirales efectivos y
que combinados sinergizan su actividad; en segundo
lugar la disponibilidad en el laboratorio clínico de prue-
bas de cuantificación de ácidos nucleicos del HIV-1,
precisas y sensibles, habitualmente la cuantificación
del ARN del HIV-I en plasma. Hasta antes de 1987 el
término «carga viral» no existía; fue el Dr. Jonas Salk
el primero en utilizarlo en un artículo, proponiendo

que ésta podría ser reducida estimulando la respuesta
inmune al HIV-1.2 Los métodos cuantitativos de la-
boratorio que miden la carga viral pueden describir-
se como las pruebas que evalúan el nivel de toda
actividad de replicación viral y son un reflejo de la
infección subyacente.

La utilidad de la determinación de la carga vi-
ral ha sido demostrada ampliamente en nume-
rosos estudios a partir de los trabajos pioneros
de Mellors, Ho,3-4 etcétera. Se le considera aho-
ra como el más importante predictor de pro-
gresión de la enfermedad y en la evaluación de
la efectividad de la terapia antirretroviral; su uti-
lidad pronóstica ha sido demostrada en estudios
prospectivos asociando los niveles del virus en
sangre periférica y el desarrollo subsecuente de
SIDA o muerte. Esta asociación se ha demostra-
do tanto en personas recientemente infectadas
asintomáticas, como en sujetos en diferentes
niveles de tratamiento.5-7

El tratamiento antiviral     efectivo modifica la car-
ga viral disminuyéndola a niveles no detectables
en personas que reciben terapias combinadas; en
niños el nivel máximo de carga viral se encuentra
entre el primero y el segundo mes de vida, decli-
nando progresivamente hasta los dos años de edad,
progresando a SIDA los que aún muestran niveles
elevados a los 12 meses de vida.

El periodo de latencia clínica no es un periodo
de latencia inmunológica o virológica, ya que la pro-
ducción de partículas virales se estima en 10.3 x
109 viriones por día, con una posible mutación cada
104 - 105 veces por día, resultando en la presencia
de mutaciones aún antes de iniciar la terapia; estas
variantes se liberan rápidamente dominando a la
población viral replicante, llevando a un rebote viral
y a una falla terapéutica.8

Cuando nos referimos a pruebas de carga viral
es importante tener en mente sus tres diferentes
componentes:

a) El analito o blanco de la prueba que puede ser
la región a amplificar del ARN viral ya sea la frac-
ción POL o GAG.
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b) El compartimento o sea el tejido a estudiar: plas-
ma, tejido linfoide, líquido seminal, líquido cefa-
lorraquídeo, etc.

c) La tecnología utilizada; las pruebas comerciales
disponibles para determinar el HIV-1 ARN viral
en nuestro país son: Quantiplex HIV-1 RNA 3.0
Assay (b DNA) Chiron Diagnostics; Amplicor
HIV-1 Monitor Assay, Roche Diagnostic Systems;
Nucleic Acid Sequence Based Amplification NAS-
BA: HIV-1 RNA quantitative assay Organon Tek-
nika y Digene Hybrid HIV-1 ARN Digene Co.9

Dos de ellas: Amplicor y NASBA muestran las
mayores ventajas técnicas sobre las demás en
términos de sensibilidad, especificidad, re-
producibilidad y automatización; sin embargo,
la de NASBA supera a todas las demás ya que
puede utilizar cualquier tipo de muestra bioló-
gica (líquido cefalorraquídeo, semen, exudado
cervicovaginal, plasma, etc.) lo que la hace ideal
por ejemplo para patología neurológica, o con
fines epidemiológicos; el volumen de muestra a
emplear es muy flexible: 0.01 a 2 mL, lo que
facilita su empleo en pacientes pediátricos o con
venas difíciles; no existe pérdida de reactivos
por controles, y su rango de tolerancia es muy

amplio, 50 a 10,000,000 de partículas virales
por mL (cuadro I).10-13

Cada uno de estos componentes como se verá
más adelante puede afectar e influir en el resulta-
do del estudio y su interpretación.

Las pruebas de carga viral, como todas las prue-
bas del laboratorio clínico, pueden verse afecta-
das por numerosas variables que pueden cate-
gorizarse en tres grupos principales:

1) Preanalíticas
2) Analíticas
3) Posanalíticas

Preanalíticas

Las variables preanalíticas, o sea las que suceden
antes de probar la muestra, son los eventos que
pueden llevar a la activación del sistema inmune ta-
les como vacunaciones, infecciones microbianas
concurrentes, y pruebas intradérmicas, que pue-
den ocasionar aumentos transitorios en los niveles
del ARN plasmático del HIV-1, como resultado de
un incremento en el número de células blanco sus-
ceptibles a la infección con el HIV-1. Se han repor-

Cuadro I.Cuadro I.Cuadro I.Cuadro I.Cuadro I. Técnicas de amplificación
del ARN HIV-1- características.

PPPPPruebas comerciales disponiblesruebas comerciales disponiblesruebas comerciales disponiblesruebas comerciales disponiblesruebas comerciales disponibles

CaracterísticaCaracterísticaCaracterísticaCaracterísticaCaracterística b DNAb DNAb DNAb DNAb DNA HybridHybridHybridHybridHybrid AmplicorAmplicorAmplicorAmplicorAmplicor NASBANASBANASBANASBANASBA

Volumen de muestra 2 mL 1.5 mL 0.5 mL .01 - 2 mL
Tipo de muestra Plasma Plasma Plasma Cualquiera
Anticoagulante EDTA  EDTA EDTA Cualquiera
Equipo especial Centrífuga Centrífuga Centrífuga Extractor

Refrigerada Refrigerada Refrigerada
Monitor

Automatización No No Sí Sí
Tipo de prueba Amplificación Amplificación Amplificación Amplificación

Señal Señal Blanco Blanco
contaminación Baja Baja Alta Baja
Sensibilidad Media Media Alta Alta
Reproducibilidad Media Media Alta Alta
Merma por controles Sí Sí Sí No
Controles internos No No no 3 por prueba
Límite de detección 50 cp mL 500 cp mL 50 cp mL 50 cp mL
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tado aumentos transitorios de la carga viral des-
pués de transfusiones, cuadros agudos de influen-
za, neumonía por neumococo, por Pneumocystis
carinii, tuberculosis, enteritis por citomegalovirus,
herpes simple, candidosis, así como vacunaciones
contra Haemophilus influenzae, neumococo, to-
xoide tetánico, etc; la magnitud del incremento en
la carga viral es proporcional al grado de activación
inmune asociado; en la mayoría de los casos los
niveles son dos a tres veces mayores que el basal
en la fase aguda, retornando a su nivel original uno a
dos meses después del evento.14-20

A diferencia de lo observado con los niveles de
linfocitos CD4+, los de carga viral son muy esta-
bles en términos de variación diurna, diaria, sema-
nal o mensual.21,22

El tiempo de procesamiento, el tipo de anti-
coagulante y las condiciones de almacenamiento
tienen un efecto significativo en la determinación
de carga viral; los anticoagulantes como la heparina
pueden afectar la recuperación y la estabilidad del
ácido nucleico viral; el citrato de sodio es acepta-
ble y el EDTA es el óptimo para todas las pruebas.
El plasma debe de ser separado de las células den-
tro de las primeras cuatro horas después de to-
marse y congelarse a -70 oC.23-25

Variables analíticas

Hay siete características que pueden tener
un importante efecto en los resultados de esta
prueba:

1) Técnica utilizada
2) Linearidad
3) Exactitud
4) Reproducibilidad
5) Precisión y tolerancia
6) Sensibilidad
7) Especificidad

Técnica utilizada

En nuestro medio disponemos comercialmente de
cuatro diferentes pruebas (cuadro I) que en general

pueden dividirse en dos tipos basándose en el paso
en que tiene lugar la amplificación, ya sea de la señal
o del blanco; en el primer tipo se obtiene una medi-
ción directa del nivel original del analito a través de
una prueba de hibridización secuencial; en el segun-
do, el ácido nucleico es amplificado enzimáticamente.
Las diferentes pruebas muestran grandes variacio-
nes en su sensibilidad, reproducibilidad, límite de de-
tección, volumen y tipo de muestra necesaria como
se muestra en el cuadro I.

Linearidad

Es la medida en que los resultados de las pruebas
(copias de ARN por mililitro) son proporcionales
a la concentración del analito en la muestra y se
determina comparando los resultados con niveles
múltiples del analito a concentraciones conocidas;
mientras más se aproxime a una línea recta, ma-
yor será la linearidad de la prueba, como puede
observarse en la figura 1.

Exactitud

Una prueba de carga viral es exacta en el grado en
que concuerda con un valor real o uno de referen-
cia. Las diferentes técnicas disponibles no son com-
parables entre sí ya que los métodos utilizados para
caracterizar las curvas estándar de referencia como
densidad de partículas por microscopia electrónica
de virus cultivados o cuantificación de síntesis de
transcripciones son efectuadas por múltiples méto-
dos independientes, por ello los estudios longi-
tudinales de pacientes deberán de realizarse con un
solo tipo de pruebas.9,26,27

Precisión y tolerancia

El límite de tolerancia (o límite de predicción o in-
tervalo de tolerancia) es la diferencia entre dos
muestras secuenciales de un paciente que pueden
ser consideradas como significativamente diferen-
tes, con algún intervalo de confianza, usualmente
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95%, atributo en relación directa a la precisión de
la prueba; se han reportado límites de tolerancia
de 0.5 logaritmos, esto lleva directamente al con-
cepto de cambio significativo, un cambio por ejem-
plo de 10,000 a 20 000 copias por mL (0.3 log)
no lo es; de 10,000 a 40,000 copias por mL sí (0.6
log); de 98,000 a 63,000 o a 110,000 no (0.3 log).

Resulta evidente la necesidad de manejar exclu-
sivamente datos     logarítmicos y no numéricos.2-8

Sensibilidad

La sensibilidad de estas pruebas se reporta en tér-
minos de límite de cuantificación o límite de detec-
ción28 y es la menor concentración del analito que
uno puede discriminar pero no necesariamente
cuantificar con precisión; este término es de suma
importancia en la terapia antirretroviral y el labo-
ratorio deberá de informar al clínico cuál está uti-
lizando, ya que las diferentes pruebas varían en su
sensibilidad. Las pruebas de carga viral tienden a
ser imprecisas cerca de su límite de detección. Los
inhibidores enzimáticos tienen mayor efecto al ni-
vel más bajo, por lo que siempre deberán evaluar-
se en términos del volumen probado.

Especificidad

La especificidad de una prueba es su capacidad
de medir solamente el analito que se intenta

medir. Las pruebas para medir carga viral no han
sido diseñadas para confirmar la infección con el
HIV-1; existen numerosas pruebas serológicas
confirmatorias y de tamizaje diseñadas para este
propósito, han sido probadas en poblaciones
seronegativas y tienen especificidades mayores
al 99.7% y las de carga viral del 95 al 98%; las
falsas positivas pueden ser el resultado de con-
taminación y dar lugar a errores.29 El reporte de
ARN HIV-1 indetectable tiene una enorme im-
portancia clínica y se refiere generalmente al com-
ponente plasmático; el laboratorio clínico debe-
rá de informar al médico qué valor está conside-
rando para este parámetro. Actualmente la sen-
sibilidad para tres de estas pruebas es de 50
copias por mL.30

Las variaciones del subtipo genético del HIV-1
pueden ocasionar una eficiencia disminuida y una
cuantificación inadecuada del ARN viral. Se han
reportado problemas significativos de cuan-
tificación disminuida con subtipos diferentes al
B, particularmente con los subtipos A y G
obteniéndose valores más bajos a lo esperado.31

Variables posanalíticas

Variación

Se ha demostrado que los niveles del ARN HIV-1
plasmático varían cuando se les compara con los
obtenidos por otros métodos de medición, inclu-
yendo la cuantificación del HIV-1 cultivable en plas-
ma de células mononucleares.9,26

Interpretación

Dado que los datos de carga viral son lineales y el
resultado de la replicación viral, deberá analizarse
sólo después de transformarse a logaritmo únicamen-
te cambios de 0.5 log son significativos. No todas
las cargas virales indetectables son equivalentes,
se debe conocer el límite de detección de cada
una de ellas.28-30

Figura 1.Figura 1.Figura 1.Figura 1.Figura 1.
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En 2,009 pacientes con Síndrome de Inmuno-
deficiencia Adquirida, atendidos en el lapso de
enero a julio de 1999, se realizó la determina-
ción de carga viral con la técnica NASBA; dos-
cientos noventa y uno correspondieron al sexo
femenino y 1,718 al masculino; 14 fueron niños
y 1,992 adultos. Se encontró que el mayor por-
centaje de ellos tenía cifras por abajo del límite
de detección de la prueba (14.1% menos de 400

copias por mL; 39.2% tenía cifras mayores a
100 mil copias por mL; y 5.4% cifras de un mi-
llón o mayores). La comparación de proporcio-
nes por distribución mostró sólo diferencias sig-
nificativas entre ambos sexos en las cifras de
600,000 a 699,999 copias por mililitro que fue
mayor en hombres 2.6% (p < 0.05), y en la de
un millón o mayor, que fue más frecuente en mu-
jeres 8.2% (p < 0.05) (cuadro II, figura 2).

Cuadro II.Cuadro II.Cuadro II.Cuadro II.Cuadro II. Relación de la distribución de la carga viral con respecto al sexo de los pacientes.
Hospital de Infectología, Centro Médico Nacional «La Raza».

HombresHombresHombresHombresHombres MujeresMujeresMujeresMujeresMujeres TTTTTotalotalotalotalotal Comparación de lasComparación de lasComparación de lasComparación de lasComparación de las
RRRRRango carga viralango carga viralango carga viralango carga viralango carga viral proporciones porproporciones porproporciones porproporciones porproporciones por
No. de copias/mLNo. de copias/mLNo. de copias/mLNo. de copias/mLNo. de copias/mL frecuenciafrecuenciafrecuenciafrecuenciafrecuencia  (%) (%) (%) (%) (%) frecuenciafrecuenciafrecuenciafrecuenciafrecuencia  (%) (%) (%) (%) (%)  frecuencia frecuencia frecuencia frecuencia frecuencia  (%) (%) (%) (%) (%) aprox. a distribución Zaprox. a distribución Zaprox. a distribución Zaprox. a distribución Zaprox. a distribución Z

0 a < LDL 245 14.3 39 13.4 284 14.1 son iguales p < 0.01
401 a 999 47 2.7 6 2.1 53 2.6 son iguales p < 0.01

1,000 a 1,999 56 3.3 12 4.1 68 3.4 son iguales p < 0.01
2,000 a 2,999 45 2.6 6 2.1 51 2.5 son iguales p < 0.01
3,000 a 3,999 34 2.0 9 3.1 43 2.1 son iguales p < 0.01
4,000 a 4,999 32 1.9 5 1.7 37 1.8 son iguales p < 0.01
5,000 a 5,999 26 1.5 3 1.0 29 1.4 son iguales p < 0.01
6,000 a 6,999 16 0.9 6 2.1 22 1.1 son iguales p < 0.01
7,000 a 7,999 29 1.7 3 1.0 32 1.6 son iguales p < 0.01
8,000 a 8,999 11 0.6 3 1.0 14 0.7 son iguales p < 0.01
9,000 a  9,999 18 1.0 1 0.3 19 0.9 son iguales p < 0.01

10,000 a 19,999 107 6.2 22 7.6 129 6.4 son iguales p < 0.01
20,000 a  29,999 69 4.0 17 5.8 86 4.3 son iguales p < 0.01
30,000 a 39,999 76 4.4 12 4.1 88 4.4 son iguales p < 0.01
40,000 a 49,999 57 3.3 15 5.2 72 3.6 son iguales p < 0.01
50,000 a 59,999 41 2.4 8 2.7 49 2.4 son iguales p < 0.01
60,000 a 69,999 35 2.0 4 1.4 39 1.9 son iguales p < 0.01
70,000 a 79,999 32 1.9 4 1.4 36 1.8 son iguales p < 0.01
80,000 a  89,999 26 1.5 8 2.7 34 1.7 son iguales p < 0.01
90,000 a 99,999 29 1.7 5 1.7 34 1.7 son iguales p < 0.01

100,000 a  199,999 189 11.0 29 10.0 218 10.9 son iguales p < 0.01
200,000 a 299,999 140 8.1 17 5.8 157 7.8 son iguales p < 0.01
300,000 a 399,999 70 4.1 11 3.8 81 4.0 son iguales p < 0.01
400,000 a 499,999 53 3.1 9 3.1 62 3.1 son iguales p < 0.01
500,000 a 599,999 41 2.4 6 2.1 47 2.3 son iguales p < 0.01
600,000 a 699,999 44 2.6 1 0.3 45 2.2 diferentes p < 0.05
700,000 a 799,999 34 2.0 3 1.0 37 1.8 son iguales p < 0.01
800,000 a  899,999 19 1.1 3 1.0 22 1.1 son iguales p < 0.01
900,000 a 999,999 12 0.7 0 0.0 12 0.6 son iguales p < 0.01
1 millón y mayores 85 4.9 24 8.2 109 5.4 diferentes p < 0.05

Total = 1,718 291 2,009 100
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Conclusiones y recomendaciones

1) En la actualidad se dispone comercialmente en
nuestro país de cuatro diferentes técnicas de
amplificación del ARN del HIV-1, la elección de
cuál realizar dependerá de las ventajas de cada
una de ellas (cuadro I).

2) La prueba de carga viral no deberá de realizarse
durante la fase aguda de infecciones inter-
currentes, o después de vacunaciones o trans-
fusiones, debiendo de transcurrir un mínimo de
un mes después del evento para llevarla a cabo.

3) Las muestras para la determinación deberán de
tomarse en condiciones de esterilidad y de pre-
ferencia utilizando como anticoagulante el EDTA.

4) El plasma para estudio deberá de separarse den-
tro de las primeras 4 horas después de haberse
obtenido la muestra y congelarse a -70 oC.

5) Dado que los resultados de las diferentes prue-
bas para determinar carga viral no son compa-
rables entre sí en el seguimiento longitudinal de

los pacientes, deberá de utilizarse siempre la
misma técnica y el mismo laboratorio.

6) En la interpretación del resultado del estudio
únicamente deberán considerarse como signifi-
cativos cambios de 0.5 de logaritmo o mayores,
y no datos exclusivamente numéricos.

7) La prueba cuantitativa de carga viral no deberá
de utilizarse como prueba confirmatoria dada
la posibilidad de resultados falsos positivos.

8) Dada la variación en la sensibilidad de estas prue-
bas, el laboratorio deberá de informar claramen-
te al clínico cuál es su límite exacto de cuan-
tificación o detección.

9) Los subtipos genéticos del HIV-1 diferentes
al subtipo B afectan la cuantificación del ARN
HIV-1 viral, disminuyéndola.
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