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R E S U M E N

El análisis del ADN proviral en la infección por VIH puede tener interesantes aplicaciones si se utilizan he-
rramientas lo suficientemente sensibles para detectar variantes minoritarias, como la secuenciación de ge-
nomas individuales (SGI). Esta tecnología, realizada a partir de ADN de sangre total, permite una determi-
nación más precisa del tropismo y la detección de mutaciones de resistencias (MR) circulantes y también 
MR archivadas no detectables en plasma. Muchas de estas MR tienen gran relevancia clínica y su detección 
podría ser muy útil en situaciones específicas, como el comienzo de la terapia antirretroviral para excluir la 
transmisión de cepas con MR, como información previa al considerar estrategias de simplificación en pa-
cientes con carga viral indetectable, o en la planificación de tratamiento antirretroviral en pacientes previa-
mente tratados y con limitada disponibilidad de informes clínicos. El análisis clonal mediante SGI ha per-
mitido obtener información importante en patogenia y diagnóstico; sin embargo, en su diseño actual es 
poco adecuada para el laboratorio clínico. La tecnología de secuenciación de nueva generación que permite 
el análisis simultáneo de un número considerable de secuencias se ha comenzado a aplicar al análisis de la 
diversidad de VIH-1 en plasma. La aplicación al análisis del reservorio celular de VIH-1, mediante estas 
técnicas con alta sensibilidad y en formatos automatizados, permitirá disponer de todo el registro de va-
riantes acontecidas durante la evolución de la enfermedad, una información seguramente muy útil para el 
manejo clínico individual y poblacional de la infección por VIH-1.

© 2012 Elsevier España, S.L. Todos los derechos reservados.

Detection of resistance mutations in proviral DNA in HIV-1 infection

A B S T R A C T

Analysis of proviral DNA in HIV infection may have useful applications if techniques that are sufficiently 
sensitive to detect minor variants, such as single genome sequencing (SGS), are used. This technology, 
which is performed in DNA from whole blood, improves determination of co-receptor tropism and the 
detection of both circulating and archived resistance mutations (RM) that are undetectable in plasma. Many 
of these RM have clinical relevance and their identification could be useful in specific situations, such as 
the start of antiretroviral therapy to exclude the transmission of resistant strains, as information to be 
weighed in simplification strategies in patients with undetectable viral loads, and in antiretroviral-
experienced patients with limited availability of clinical reports. Clonal analysis using SGS has yielded 
useful information on the pathogenesis and diagnosis of HIV-1 infection but, in its current design, is 
inappropriate for the clinical laboratory. The new generation of sequencing technology, which allows the 
simultaneous analysis of a large number of sequences, has begun to be applied in the analysis of the 
diversity of plasma HIV-1. The use of these highly sensitive, automated techniques in the analysis of HIV-1 
cellular reservoirs will potentially allow all variants recorded during the history of the disease to become 
available. This information would be highly useful for the clinical management of HIV-1 infection at the 
individual and population level.

© 2012 Elsevier España, S.L. All rights reserved.
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Latencia y reservorio del VIH-1

Durante su proceso de infección el virus de la inmunodeficiencia 
humana 1 (VIH-1) infecta preferentemente linfocitos T CD4+ memo-
ria1 y se integra en su genoma en forma de ADN proviral2. La mayoría 
de las células infectadas muere en un plazo de 24 h como consecuen-
cia de la replicación del virus; sin embargo, un pequeño número de 
linfocitos T CD4+ infectados3,4 revierte a la situación de reposo celu-
lar para constituir un reservorio latente de larga duración4-8 (fig. 1). 

Este reservorio latente de VIH-1 se mantiene relativamente esta-
ble, sin una reducción significativa a lo largo de años, incluso en pa-
cientes en tratamiento antirretroviral (TAR) supresor3,5-8. Todas las 
variantes de VIH-1 circulantes que se han producido durante la infec-
ción están potencialmente representadas en el reservorio latente 
celular como provirus5-9. 

Cuando se hace referencia al reservorio  de células latentemente 
infectadas por VIH-1, en realidad se está hablando de un pequeño 
número de linfocitos T circulantes CD4+ memoria, unos pocos millo-
nes, que se encuentran en reposo celular10. También es posible la 
existencia de otros reservorios en tejido linfático u otras poblaciones 
celulares, como la recientemente descrita en células hematopoyéti-
cas que pueden infectarse latentemente con VIH-111,12. Estos reservo-
rios alternativos son más difíciles de estudiar y su existencia no está 
completamente aceptada13,14.

Es clave comprender cómo se establece y mantiene el reservorio 
de células latentemente infectadas. Principalmente son 3 los meca-
nismos que podrían estar implicados:

–  Vida media de las células latentemente infectadas muy prolonga-
da15.

–  Replicación de bajo nivel16,17.
–  Proliferación de células latentemente infectadas18.

Estos 3 mecanismos no son completamente excluyentes y aclarar 
su participación en el establecimiento de la latencia del VIH-1 es 
muy importante para entender la patogenia, valorar las alternativas 
terapéuticas y diseñar posibles estrategias de erradicación19. En este 
sentido, las técnicas de cuantificación del ADN proviral de VIH-1 po-
drían informar del tamaño del reservorio y su evolución; sin embar-
go, la utilidad de la “carga proviral” es de momento cuestionable por 
2 motivos: actualmente, no hay técnicas estandarizadas para su rea-
lización y los resultados obtenidos en diferentes laboratorios no son 

siempre comparables20,21 y, más importante, no se ha establecido una 
asociación clara de la carga proviral con una situación clínica especí-
fica, de tal forma que su valor pronóstico se encuentra en evalua-
ción22-24.

Secuenciación y diversidad en infección por VIH-1

Hay algunas limitaciones para el estudio detallado de este fenó-
meno: por una parte, la baja proporción de células infectadas y par-
tículas circulantes en los pacientes en TAR, por otra, la baja sensibili-
dad de las técnicas convencionales de secuenciación poblacional (SP) 
que informan de la secuencia promedio de toda la población de virus 
y solo detectan cambios presentes al menos en un 20-30% de las se-
cuencias25. Esta baja sensibilidad de las técnicas de genotipado po-
blacional tiene una limitación añadida, ya que la secuencia promedio 
tampoco permite establecer la asociación de todas las mutaciones 
detectadas en un mismo genoma. Recientemente se han puesto a 
punto tecnologías como la secuenciación de genomas individuales 
(SGI), que consiste en la dilución de la muestra original de tal forma 
que la amplificación (PCR) y posterior secuenciación se realiza a par-
tir de un solo genoma de virus, evitando así los sesgos de amplifica-
ción y los artefactos de recombinación durante el propio proceso de 
PCR. Esto se consigue cuantificando la carga de la muestra y estiman-
do la dilución a partir de la cual solo el 30% de las reacciones son 
positivas (80% de probabilidad de copia de partida única por mues-
tra, según distribución de Poisson) (fig. 2). 

En otras alternativas de análisis clonal que han sido ampliamente 
utilizadas, como el clonaje de productos de PCR seguido de transfor-
mación bacteriana y secuenciación, está demostrado que los resulta-
dos se artefactan considerablemente por sesgos de muestreo26 y por 
introducción de recombinaciones durante la fase de amplificación 
poblacional27. El análisis de clones individuales se considera cada vez 
más importante para el estudio de las complejas muestras poblacio-
nales de la infección por VIH-1 y otros virus, de tal forma que en el 
área de la biotecnología algunas compañías están comenzando a pro-
poner plataformas diseñadas exclusivamente para este objetivo28. 
Mediante SGI podemos aumentar la sensibilidad de detección de 
mutaciones minoritarias y, al disponer de secuencias completas in-
dependientes, establecer nítidamente su asociación, realizar estudios 
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infectados productivamente
T1/2 = 0,7 días
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de vida media larga
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Figura 1. Dinámica de la replicación y latencia del virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH-1). 
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Figura 2. Esquema general del procedimiento de secuenciación de genomas indivi-
duales (SGI): la muestra de partida, ADN o cADN, es diluida hasta que solo el 30% de 
las amplificaciones son positivas. Las amplificaciones en los pocillos positivos provie-
nen, con alta probabilidad, de secuencias únicas y son secuenciadas individualmente. 
El resultado debe consistir en una secuencia pura, sin ambigüedades en ninguna posi-
ción. PCR: reacción en cadena de la polimerasa.
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filogenéticos más completos, estudiar la evolución en el tiempo de 
las diferentes poblaciones e incluso detectar fenómenos de recombi-
nación o superinfección29.

Secuenciación de VIH-1 proviral

Los linfocitos T CD4+ de sangre periférica son una diana de gran 
interés para analizar el curso de la selección de las diferentes varian-
tes virales, detectar las mutaciones de resistencia (MR) preexistentes 
o inducidas por fármacos antirretrovirales que pueden ser relevantes 
para diseñar el tratamiento de rescate. Sin embargo, los intentos de 
utilizar las secuencias del virus asociado a células para el manejo 
clínico no han sido satisfactorios, debido principalmente a una falta 
de sensibilidad para identificar las variantes virales con frecuencias 
inferiores al 20-30%27,30. Las ventajas del ADN proviral para los estu-
dios de resistencia serían múltiples (tabla 1). Por una parte sabemos 
que alberga todas las posibles variantes del virus acontecidas duran-
te la evolución de la enfermedad, es la única forma de obtener infor-
mación del virus cuando la replicación está suprimida por el TAR y, 
desde un punto de vista práctico, es una muestra estable, fácil de 
obtener y que puede ser adaptada a formatos como las muestras de 
sangre transportadas en papel de filtro que no requieren refrigera-
ción31-33. Una posible limitación de los análisis de ADN proviral es la 
proporción relativamente baja de linfocitos T CD4+ infectados por el 
VIH-1. Nuestra estimación propia y la de otros34 es que la infección se 
produce dentro de una gama de 1/400-800 CD4+ células T circulan-
tes, que razonablemente permite el análisis clonal en la mayoría de 
las muestras clínicas (tabla 1).

Se han desarrollado ensayos moleculares más sensibles que la SP 
para identificar variantes minoritarias, incluyendo métodos como 
PCR alelo-específica35,36, ensayo de oligonucleótido-ligasa (OLA)37, 
LigAMP38, pirosecuenciación39,40 y la mencionada SGI o análisis de re-
sistencia clonal (ARC). La SGI/ARC es una técnica laboriosa, pero muy 
informativa, que se ha aplicado con éxito a la patogénesis del VIH-1 
y la detección de MR25,41-43, permite el análisis individual de los clones 
virales, la homología de su secuencia y el análisis evolutivo y, muy 
importante, permite establecer de forma inequívoca la combinación 
de varias MR en el mismo genoma viral. 

Recientemente hemos aplicado la tecnología de SGI/ARC al análi-
sis del ADN de VIH-1 asociado a células con 2 objetivos: determina-
ción del tropismo genotípico de VIH-1 y detección de MR circulantes 
y archivadas no circulantes.

Determinación genotípica del tropismo de VIH-1 en ADN 
proviral

Las pruebas genotípicas para la determinación del tropismo celu-
lar de VIH-1, R5 o X4 se han constituido en una alternativa diagnós-
tica clara a las pruebas fenotípicas44 en situaciones clínicas donde se 
considera la administración de antagonistas de CCR545-47 como parte 
del TAR. La determinación genotípica del tropismo está basada en la 
secuenciación de la región V3 de Env y su posterior análisis por algu-
na de las herramientas informáticas disponibles online (Geno2Phe-
no48, PSSM49). La determinación del tropismo se realiza típicamente 
en plasma y requiere muestras con una carga viral (CV) > 500-1.000 
copias/ml de plasma, por lo que no es útil en un número creciente de 
casos con CV baja o indetectable.

En un estudio llevado a cabo en nuestro laboratorio50 hemos com-
parado los resultados obtenidos mediante la técnica fenotípica de 
determinación de tropismo de referencia (Enhanced Sensitivity Trofile 
Assay [ESTA]51) con el análisis genotípico del ADN de VIH-1 obtenido 
de células de sangre periférica. El análisis genotípico se realizó por SP 
y por el análisis del genoma individual (SGI/ARC) del VIH-1 en las 
secuencias de ADN proviral. Se estudiaron 41 pacientes infectados 
por VIH-1 testados por ESTA en los últimos 6 meses antes del análisis 
genotípico. Para la predicción del tropismo se utilizó el algoritmo 

Geno2Pheno48 con un nivel de falsos positivos del 5,75%. Por SGI/ARC 
se analizó un promedio de 11 clones por muestra y la muestra se 
consideró como X4 al detectar > 10% de clones X4. La sensibilidad 
(SE), especificidad (ES) y valor predictivo positivo (VPP) para la de-
tección de cepas X4 por SP de ADN proviral en comparación con el 
ESTA fueron el 41,2, el 100 y el 100%, respectivamente. Mediante SGI/
ARC, la sensibilidad para la detección de secuencias X4 aumentó con-
siderablemente: SE, ES y VPP fueron el 76,5, el 87,5 y el 81,3%, respec-
tivamente. Nuestros resultados sugieren que en el campo específico 
del uso de correceptor, analizando un número relativamente peque-
ño de clones celulares de VIH-1, la SE del procedimiento aumenta 
significativamente en comparación con la prueba de referencia feno-
típica en muestras de plasma. La principal ventaja de utilizar ADN 
proviral para la prueba de tropismo del VIH-1 en la clínica sería la 
posibilidad de estudiar a los pacientes no virémicos que se conside-
ran para el cambio o simplificación del TAR. Nuestros resultados de-
muestran que una sola determinación de tropismo genotípico por SP 
de ADN proviral no es lo suficientemente sensible para detectar pa-
cientes con frecuencia baja de virus con tropismo X4 que son clínica-
mente relevantes. Este estudio apoya, como prueba de concepto, la 
utilización del ADN proviral para la determinación del tropismo uti-
lizando técnicas sensibles. La utilidad del análisis proviral para la 
determinación genotípica del tropismo ha sido igualmente corrobo-
rada en otros estudios52,53.

Detección de mutaciones de resistencia en ADN proviral

Una limitación conocida de las pruebas de susceptibilidad a anti-
rretrovirales por métodos genotípicos o fenotípicos es la falta de fia-
bilidad de estas en la detección de variantes minoritarias de VIH-1 en 
la población del virus infectante. Esta limitación es particularmente 
importante en pacientes con antecedentes de tratamientos comple-
jos y que han suspendido uno o más fármacos antirretrovirales. En 
algunos pacientes, la historia del tratamiento puede ser utilizada 
para inferir la presencia de mutaciones archivadas. Por ejemplo, si un 
paciente ha recibido lamivudina (3TC) como parte de un régimen de 
tratamiento y este no ha sido completamente supresor, es muy pro-
bable que exista la mutación M184V dentro de la población del virus 
de ese paciente, incluso si no se detecta en el momento de realizar el 
estudio de resistencias convencional en plasma (SP). El mismo prin-
cipio se puede aplicar a los pacientes que recibieron efavirenz o ne-
virapina como parte de un régimen de tratamiento con supresión 
incompleta54,55. Estas variantes pueden persistir a concentraciones 
bajas en las células latentemente infectadas, incluso durante un régi-
men de tratamiento posterior que sí consiga la supresión completa 
de la replicación del virus54. Con el objetivo de comprobar la utilidad 

Tabla 1
Ventajas y desventajas de la utilización del ADN proviral del virus 
de la inmunodeficiencia humana (VIH-1) en estudios diagnósticos

ADN proviral en infección por VIH: utilidad diagnóstica

Ventajas Desventajas

Muestra estable, fácil transporte y 
almacenamiento

Baja proporción de células infectadas

Archivo histórico de variantes Archivo de secuencias defectivas

Permite estudios evolutivos 
individuales

Dinámica de establecimiento y 
mantenimiento del reservorio 
desconocida en parte

Única diana si CV indetectable en 
plasma

Cuantificación de carga proviral no 
estandarizada y valor pronóstico 
incierto

Diana para estudios de erradicación

CV: carga viral.
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de la secuenciación sensible para la detección de mutaciones de re-
sistencia circulantes y no circulantes (archivadas) en ADN proviral 
hemos realizado un estudio en 12 pacientes TAR en seguimiento en 
nuestra unidad56; de ellos 7 eran virémicos y 5 con CV < 50 copias/ml 
en el momento del estudio. Todos los pacientes tenían MR documen-
tadas a lo largo del seguimiento y que habían desaparecido de la cir-
culación por cambios en el tratamiento. 

Después de la extracción de ADN de células de sangre periférica, se 
analizó por SGI/ACR un promedio de 20 clones de VIH-1 celular por 
muestra. En los 7 pacientes con viremia en el momento de la prueba 
se detectó un total de 26 MR en plasma por secuenciación convencio-
nal (SP). Todas las 26 MR circulantes identificadas por SP fueron detec-
tadas por SGI/CRA de ADN celular. En los 12 pacientes estudiados se 
identificó un total de 59 MR, que desaparecieron posteriormente por 
cambios en el tratamiento. El análisis de SGI/ACR detectó 32 (54%) de 
estas MR archivadas, algunas de ellas no detectadas por períodos de 
8-9 años. Adicionalmente, la SGI/ARC detectó 15 MR que nunca se ha-
bían detectado en plasma en 7 de los 12 pacientes.

Hasta el momento, la correlación encontrada por diferentes estu-
dios en los resultados obtenidos por SP a partir de plasma y sangre 
ha sido relativamente alta para la detección de MR circulantes en 
pacientes no tratados31,57. Una situación diferente se ha descrito en 
pacientes con fracaso terapéutico en los que, en general, se detectan 
más MR en plasma que en sangre58. En nuestro estudio, en el grupo 
de MR circulantes la frecuencia clonal media por SGI/ACR en ADN 
celular fue del 80%, mientras que la frecuencia clonal media de las 
MR no circulantes/archivadas fue mucho menor, 8%, lo que explica el 
bajo rendimiento para la detección de MR archivadas encontradas en 
algunos estudios por SP59,60 de ADN proviral. 

La detección sensible de mutaciones implica el riesgo de introdu-
cir errores durante el proceso de amplificación y secuenciación gené-
tica. La tasa de error de la totalidad del procedimiento SGI/ACR se 
estimó en nuestro laboratorio mediante el análisis del clon molecular 
de VIH-1 NL4-3 y fue 4 × 10–5, lo que hace muy poco probable la ocu-
rrencia de un error en los codones asociados a MR. Por otra parte, la 
mayoría de las MR detectadas estuvo presente en más de un clon o 
estaba vinculada a otra MR, lo que apoya su significación. La SE de 
nuestro análisis (media de 20 clones por muestra) es limitada y, aun-
que hemos sido capaces de detectar algunas MR representadas en el 
4% de los clones, el límite del 95% inferior de detección de MR osciló 
entre el 14-34%. Con este nivel de SE ha sido posible detectar el 100% 
de las MR circulantes (la mayor parte de VIH-1 detectado en el ADN 
celular en los pacientes virémicos presumiblemente consiste en for-
mas circulares no-integradas asociadas a infección reciente y que se 
caracterizan por ser inestables y transitorias61,62) y el 54% de las MR no 
circulantes que habían sido previamente informadas por SP en plas-
ma así como MR no conocidas en 7 de los 12 pacientes, muchas de 
ellas con un claro impacto en el perfil de susceptibilidad antirretrovi-
ral56. Nuestras estimaciones basadas en la distribución de frecuencia 
de los clones detectados por SGI/ARC indican que la secuenciación de 
50-100 clones por muestras podría detectar el 90-95% de toda la his-
toria de MR de un paciente. Aunque este nivel de análisis es difícil-
mente alcanzable por SGI/ARC, sí sería susceptible de ser adaptado a 
un formato automatizado en el futuro cercano. 

En resumen, hemos demostrado que la SGI/ACR del VIH-1 celular 
a partir de ADN de sangre total permite la detección de todas las MR 
circulantes y una proporción significativa de MR archivadas no de-
tectables en plasma. Muchas de estas MR tienen gran relevancia clí-
nica y su detección podría ser muy útil en situaciones específicas, 
como el comienzo de la terapia antirretroviral para excluir la trans-
misión de MR, como información previa al considerar estrategias de 
simplificación en pacientes con CV < 50 cp/ml, o en la planificación 
de TAR en pacientes previamente tratados y con limitada disponibi-
lidad de informes clínicos. La sangre entera proporciona una ventaja, 
ya que puede ser almacenada a –20 °C durante períodos prolonga-
dos, con manipulaciones mínimas en comparación con las células 

mononucleares y, por lo tanto, más fácil de usar en ensayos clínicos 
y práctica de rutina. Finalmente, la cuantificación de las frecuencias 
clonales en nuestro estudio permite una mejor comprensión de la 
dinámica de la representación MR en el reservorio celular a lo largo 
del tiempo y puede ser la base para el diseño de las nuevas estrate-
gias de tratamiento.

El análisis clonal mediante SGI/ACR es una técnica robusta que ha 
permitido obtener información de extraordinario valor en 
patogenia29,42,43 y diagnóstico25,41 de la infección por VIH-1; sin em-
bargo, en su diseño actual es poco adecuada para el laboratorio clíni-
co. La tecnología de secuenciación de nueva generación que permite 
la secuenciación en paralelo y el análisis simultáneo de un número 
considerable de secuencias63,64 está suponiendo un extraordinario 
avance en todos los campos relacionados con la genética. Es previsi-
ble que en el futuro cercano se desarrollen nuevas aplicaciones de 
esta tecnología que se ha comenzado a aplicar al análisis de la diver-
sidad de VIH-1 en plasma con interesantes resultados40,65,66. Aunque 
de momento las técnicas de secuenciación de nueva generación se 
encuentran en una fase muy inicial de implantación en el laboratorio 
clínico, la aplicación al análisis del reservorio celular de VIH-1, me-
diante estas técnicas con alta sensibilidad y en formatos automatiza-
dos, permitirá disponer de todo el registro de variantes acontecidas 
durante la evolución de la enfermedad, una información seguramen-
te muy útil para el manejo clínico individual y poblacional de la in-
fección por VIH-1.
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