Herpesvirus humanos tipos 1y 2. Resultados y discusion

Discusion

Uno de los principales problemas de los estudios de sensibilidad in vitro a los
antiviricos es que aun no se ha establecido un método de referencia. Existen una gran
variedad de técnicas para el estudio de la sensibilidad a diferentes antiviricos de los
HHV-1y HHV-2 como la técnica de REC, la técnica de PRA, la técnica de DUA y la
técnica de hibridacion del DNA. Los valores de DIsg obtenidos mediante la técnica de
hibridacion del DNA correlacionan bien con los obtenidos mediante la técnica de PRA
[290]. La técnica de DUA produce valores de DIsy de cinco a diez veces superiores a
los obtenidos con la técnica de PRA [285,291].

Algunas de las variables que pueden afectar los resultados obtenidos con cada una
de las técnicas son el efecto del indculo virico, del medio utilizado y de las condiciones
de incubacion. En funcion de la técnica que se utilice para estudiar la sensibilidad a un
antivirico de una misma cepa los valores de DIs pueden ser muy diferentes. Incluso,
por razones que no estan claras, con la misma linea celular y la misma técnica, los
resultados también pueden ser distintos segun el laboratorio donde se realiza el estudio
[256]. En el caso del ACV se ha puesto de manifiesto la importancia de los niveles
intracelulares de la timidina endogena en los distintos tipos de células utilizados [292-
293], ya que ésta es el sustrato natural de la enzima timidin cinasa y el ACV compite
con la timidina para ser fosforilado por esta enzima. Se ha comprobado que cuanto
mayores son los niveles intracelulares de timidina endogena, mas altos son los valores
de DIso del ACV que se obtienen in vitro [291,293].

La técnica de PRA ha sido considerada por algunos autores como la técnica de
referencia para el estudio de la sensibilidad a los antiviricos, pero el hecho de que los
HHV-1 y HHV-2 se multipliquen con rapidez y causen un efecto sobre las células
claramente discernible permite el uso de técnicas mas sencillas para el estudio de estos
virus. La técnica de REC fue utilizada por Ho y Enders para el estudio de sensibilidad al
interferon de las células [294]. Posteriormente, De Clercq y col. [221,295] utilizaron la
técnica de REC para el estudio de la sensibilidad a los antiviricos de los HHV-1y

HHV-2. La adicion del colorante vital rojo neutro a los cultivos tratados con el
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Herpesvirus humanos tipos 1y 2. Resultados y discusion

antivirico e infectados con el virus permite la lectura automatizada de las placas. Esta
técnica de coloracion vital recibe el nombre de DUA. McLaren y col. [296] adaptaron la
técnica de DUA para el estudio de la sensibilidad de los HHV-1 y HHV-2 al ACV. La
técnica de DUA es equivalente a la técnica de REC siendo la unica diferencia el método
de lectura. Los valores de DIsy obtenidos mediante las técnicas de REC y DUA son
comparables si se aplican la condiciones Optimas para la realizacion de ambas técnicas

(in6culo virico, tiempo de lectura) [297].

Aciclovir

En nuestro estudio, los valores medios de DIso del ACV obtenidos mediante la
técnica de REC utilizando la linea celular Vero han sido 0,62 pg/ml en los HHV-1y
1,70 pg/ml en los HHV-2 y se han mostrado ligeramente superiores a los de otros
autores [298-299]. Las variaciones en los valores de DIsy del ACV en funcion de la
linea celular utilizada, asi como entre diferentes autores que han realizado los estudios
con la misma linea celular pueden observarse en la tabla 33 [298-303]. En esta tabla
también se pueden apreciar las diferencias en los valores de sensibilidad en funcion de
la linea celular utilizada para el estudio lo que corrobora observaciones previas [221].

Para evaluar la reproducibilidad de la técnica se repiti6 el ensayo con ACV para 38
cepas. En 33 casos (87%) los resultados fueron inferiores a 3 pug/ml en las dos
ocasiones. Esto podria reflejar ademas de la buena reproducibilidad de la técnica, el tipo
de cepa mas abundante en la lesion. Sin embargo, no hay que olvidar el hecho de que
los ensayos de sensibilidad a los antiviricos dependen de la habilidad del virus para
multiplicarse en la linea celular y por lo tanto la similitud de los resultados podria ser
debida a la seleccion involuntaria de la cepa con mayor capacidad de replicarse bien in
Vitro.

En los seis casos en que se dispuso de las cepas procedentes de dos muestras
tomadas de la misma lesion la DIso del ACV fue similar (Tabla 26).

El valor medio de DIso del ACV en los HHV-1 (0,62 ng/ml) ha resultado ser tres

veces inferior que en los HHV-2 (1,70 ng/ml), lo que, junto con el solapamiento entre
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Herpesvirus humanos tipos 1y 2. Resultados y discusion

los valores en ambos tipos de virus, ya ha sido descrito previamente [304-305].

Es importante resaltar que no existe un acuerdo unanime respecto al valor de DIy
que define la resistencia. Algunos autores, mediante el anélisis de los valores obtenidos
tras la realizacion de estudios con un gran numero de cepas, han definido un valor de
DIs a partir del cual una cepa podria ser considerada resistente al ACV [265,285,306].
Aplicando ese criterio y utilizando la técnica de DUA McLaren y col. definen la
resistencia a partir de valores de DIsy del ACV superiores a 2 pg/ml, ya que el 95% de
las cepas de HHV-1 y HHV-2 aisladas de muestras clinicas estudiadas por ellos fueron
inhibidas por valores de DIsy del ACV inferiores a 2 png/ml [265,285].

En un estudio posterior empleando también la técnica de DUA, tras evaluar la
sensibilidad al ACV de las cepas de HHV-1 y HHV-2 aisladas durante cinco afios
observan que el 97% de ellas present6 valores de DIsg inferiores a 3 pg/ml, por lo que
consideraron una cepa como resistente cuando los valores de DIy del ACV frente a ella
eran superiores a 3 pg/ml [306]. Coincidentemente, en nuestro estudio el 96% del total
de cepas de HHV-1 y HHV-2 estudiadas, presentd valores de Dlsy del ACV inferiores a
3 ng/ml y el 87% valores inferiores a 2 pg/ml.

Existe una cierta unanimidad en definir los HHV-1 y HHV-2 como resistentes
cuando la DIsp del ACV es superior a 3 ng/ml [255,266-268,306-308]. Langlois y col.
utilizando la técnica de DUA, determinaron unos valores umbrales de 1,5 pg/mly 3
ug/ml para el HHV-1 y HHV-2, respectivamente, por encima de los cuales una cepa era
considerada resistente [309]. Posteriormente, Nugier y col. determinaron la sensibilidad
in vitro al ACV de las cepas de HHV-1 y HHV-2 aisladas durante dos afios, utilizando
la misma técnica, y observaron que para el 98% de cepas de HHV-1 los valores de Dlsg
del ACV eran menores o iguales a 1,5 pg/ml y para el 97% de cepas de HHV-2 eran
menores o iguales a 3 pg/ml [215].

De las 131 cepas de HHV-1, en un 92% (n° 120) la DIso del ACV fue inferior a 1,5
ng/ml. En el caso de las 73 cepas de HHV-2, en un 89% (n° 65) la DIso del ACV fue
inferior a 3 pg/ml.

Respecto al valor de susceptibilidad in vitro que nos define la resistencia, muchos

autores coinciden en afirmar que las cepas resistentes al ACV suelen ser susceptibles a
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DIso de ACV superiores a 2 ng/ml. Sin embargo, Chatis y col. han sefialado que la
definicion de resistencia al ACV con valores de Dlsy superiores a 2 ng/ml es
inusualmente alta y podria subestimar la incidencia real de la resistencia [225]. En
nuestro estudio hemos detectado 6 HHV-1 y 20 HHV-2, correspondientes al 13% de las
cepas, susceptibles a valores de DIso del ACV superiores a 2 ng/ml. Swierskosz y col.
proponen que cuando la técnica utilizada para estudiar la sensibilidad a un antivirico es
la de DUA, el valor de DIsy que define la resistencia deberia ser superior a 3ng/ml
[307]. En nuestro estudio, nueve (4%) de las 204 cepas estudiadas, correspondientes al
5% de los pacientes, eran resistentes (DIso > 3 mg/ml).

Se ha de resaltar que en nuestro estudio se han detectado cepas de HHV-1 y HHV-2
con baja susceptibilidad in vitro al ACV (Tabla 31). Las lesiones se curaron con o sin
tratamiento con ACV.

Por otro lado, la persistencia de las lesiones a pesar del tratamiento con ACV
(pacientes n° 58 y n° 71) no estuvo relacionada con los valores de DIsy del ACV (0,94 y
1,33 nmg/ml).

Los resultados obtenidos de los dos pacientes cuyas lesiones persistieron pero que
finalmente se curaron (Tabla 30), muestran que todas las cepas aisladas eran sensibles
al ACV. El paciente n° 65 estaba recibiendo una pauta estandar de ACV oral y la cepa
de HHV-2 aislada fue susceptible in vitro (Dlso de 0,94 nmg/ml). Durante el tratamiento,
aparecid una nueva lesion en otra localizacion, probablemente por autoinoculacion, de
la que también se aislaron dos cepas sensibles al ACV (DlIso de 0,79 y 1,22 ng/ml).
Ambas lesiones se curaron completamente tras el tratamiento con ACV a dosis altas. En
el paciente n° 4 la lesion no se curd hasta ser tratada con ACV.

De forma natural, las infecciones causadas por los HHV-1 y HHV-2 son leves y
autolimitadas. La inmunidad celular juega un papel muy significativo en la curacion de
este tipo de infecciones. La gran variabilidad en la capacidad de los pacientes
inmunodeprimidos para controlar este tipo de infecciones es uno de los factores mas
controvertidos en la valoracion de la eficacia de un estudio de susceptibilidad a un
antivirico [310]. En nuestro estudio, la mayoria de los pacientes se curaron

independientemente del tratamiento. En seis pacientes las lesiones evolucionaron
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favorablemente sin tratamiento antivirico. Por otra parte, en tres episodios se aislaron
cepas de HHV-1 y HHV-2 susceptibles a valores de DIsy del ACV superiores a 3 ng/ml
y las lesiones se curaron con el tratamiento estandar con ACV, reforzando la idea de
que muchas infecciones por los HHV-1 y HHV-2 son autolimitadas,
independientemente del tratamiento.

Asi pues, ante una infeccion persistente por los HHV-1 y HHV-2 hay que tener en
cuenta otras circunstancias diferentes a la susceptibilidad in vitro como el cumplimiento
del tratamiento, una baja absorcion del antivirico o la interacciébn con otros
medicamentos antes de sospechar resistencia al antivirico.

Tras la primoinfeccion, los HHV-1 y HHV-2 permanecen latentes en el organismo
toda la vida y ocasionalmente el virus se reactiva y produce una infeccion recurrente.
Las recurrencias seguramente reflejan el virus causante de la primoinfeccion [291].
Durante el seguimiento, se han recogido los datos clinicos y virologicos de 15
recurrencias. Todas las cepas excepto una fueron claramente sensibles al ACV in vitro,
demostrando que cuando el ACV se utiliza en régimen estandar para el tratamiento de
la infeccion aguda, la aparicion de resistencias es poco frecuente.

Nosotros hemos encontrado una cepa con susceptibilidad in vitro al ACV
disminuida (DIsp >3 ng/ml) en el 5% (4/83) de los pacientes estudiados. Los valores
obtenidos con la técnica de REC han mostrado una estrecha correlacion con la respuesta
clinica de los pacientes, ya que el 98% de las lesiones causadas por cepas de HHV-1y
HHV-2 sensibles a valores de DIsp de ACV inferiores a 3 ng/ml se curaron con el
tratamiento. En dos casos, la técnica de REC no pudo predecir el fallo del tratamiento.
El estado inmunolégico de estos dos pacientes (sida en fase terminal) pudo jugar un

papel significativo en la persistencia de las lesiones.

Foscarnet

El FOS no requiere de la intervencion de ningin enzima celular para su activacion
por lo que los estudios realizados con diferentes lineas celulares no deberian mostrar

grandes variaciones en los valores de sensibilidad in vitro obtenidos. Sin embargo, tal
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como se muestra en la tabla 33 si existen diferencias. Los valores obtenidos con la linea
celular Vero son mas elevados que los obtenidos con otras lineas celulares.

En este trabajo los valores medios de DIsy del FOS han sido de 73,24 pg/ml en los
HHV-1 y de 73,20 nug/ml en los HHV-2. No se han observado diferencias entre los
valores de DIsp del FOS en ambos tipos de virus, sino un gran solapamiento.
Comparando nuestros resultados con los obtenidos por otros autores mediante la técnica
de REC, se observan diferencias en los valores de DIsy en funcion de la linea celular
utilizada (Tabla 33) [302,303]. Utilizando la misma linea celular que nosotros, también
encuentran que los valores de DIsy del FOS son parecidos para ambos tipos de virus
(Tabla 33) [299].

Ljungman y col. tras analizar los valores de DIsy del FOS de 15 cepas de HHV-1y
HHV-2 obtenidos en un estudio realizado con la linea celular Vero y mediante la
técnica de DUA, consideran sensibles al FOS aquellas cepas con valores de Dls
menores o iguales a 200 ug/ml [261]. En el presente estudio no se ha detectado ninguna

cepa con valores de DIsy de FOS superiores a 200 pg/ml.
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2. — Herpesvirus humano tipo 5

Resultados

Los valores de DIsy del GCV para los 64 HHV-5 aislados de pacientes con
patologia de base se han situado entre 2,14 y 13,49 uM (media 5,64 y mediana 4,74
uM) y los HHV-5 aislados de nifios sin patologia de base (16 cepas) se han situado
entre 2,25y 10 uM (media 5,73 y mediana 4,49 pM). Los valores de Dlso del GCV para
el total de HHV-5 estudiados se han situado entre 2,14y 13,49 uM (media 5,66 y
mediana 4,62 pM) (Figura 32). De los 80 HHV-5 estudiados, en 50 (63%) la DIs, del
GCV fue inferior a 6 uM. En total 78 cepas (98%) presentaron valores de DIsy del GCV
inferiores a 12 uM (Figura 33).

Solamente dos cepas (2%) presentaron valores de DIsy del GCV superiores a 12 uM
(13,04 y 13,49 nM). El estudio molecular del DNA de ambas cepas se realizé mediante
secuenciacion del gen UL97 y posterior digestion con enzimas de restriccion de los
fragmentos de PCR. Los fragmentos de restriccion se visualizaron mediante
electroforesis. Este estudio no puso de manifiesto la existencia de mutaciones en el gen
UL97.

Los valores de DIsq del FOS para los 64 HHV-5 aislados de pacientes con patologia
de base se han situado entre 46,65 y 460,22 uM (media 137,16 y mediana 115,47 uM)
y los HHV-5 aislados de nifios sin patologia de base (16 cepas) se han situado entre
55,19 y 250 uM (media 131,92 y mediana 119,1 uM). Los valores de DIs, del FOS para
el total de HHV-5 estudiados se han situado entre 46,65 y 460,22 uM (media 136,11 y
mediana 117,41 uM) (Figura 34). De los 80 HHV-5 estudiados, en 78 (98%) la DI, del
FOS fue inferior a 400 uM (Figura 35). Tan s6lo dos de las cepas estudiadas (2%)
presentaron un valor de DIsy del FOS superior a 400 pM.

Los valores de sensibilidad in vitro al GCV y al FOS han sido similares entre las
cepas de HHV-5 independientemente de la patologia de base del paciente del que se

aislaron (Figuras 36 y 37).
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Se ha recogido el tratamiento y la evolucion de 54 episodios de infeccion por HHV-
5 (55 cepas) en 52 pacientes (Tabla 34).

En 32 episodios (33 cepas) los pacientes no recibieron tratamiento con ninguin
antivirico. El 52% de las cepas aisladas de estos pacientes presentd valores de DIsg del
GCV inferiores a 6 "M y un 94% presento valores de DIsy de GCV inferiores a 12 mM.
Dos de las cepas presentaron valores de DIsy superiores a 12 nM (13,04 y 13,49 nM).
El estudio molecular del DNA de éstas no puso de manifiesto la existencia de
mutaciones en el gen UL97. Asimismo todas las cepas presentaron valores de DIs del
FOS inferiores a 400 nM. El cuadro clinico evoluciond favorablemente en todos los
pacientes salvo en uno con trasplante de médula 6sea (n° 52) cuyo fallecimiento se
atribuyo6 a su enfermedad de base. La cepa aislada de este paciente fue sensible tanto al
GCV como al FOS.

En 19 episodios de infeccion los pacientes recibieron tratamiento antivirico. Doce
de ellos recibieron tratamiento con GCV. La mitad de las cepas aisladas de estos
pacientes presentaron valores de DIsy del GCV inferiores a 6 M y la otra mitad
inferiores a 12 mM. En todos los casos salvo en uno (n° 32) el cuadro clinico evoluciond
favorablemente.

Siete pacientes fueron tratados con FOS. El cuadro clinico evoluciond
favorablemente en todos ellos a pesar de que la DIsy del FOS para una de las cepas
aisladas fue superior a 400 mM.

Por ultimo, tres pacientes recibieron tratamiento con ambos antiviricos durante el
mismo episodio debido a problemas de toxicidad. Las cepas aisladas de estos pacientes

fueron sensibles a ambos antiviricos y los pacientes evolucionaron favorablemente.
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Figura 32 - Valores de sensibilidad in vitro al ganciclovir de las 80 cepas de herpesvirus humano
tipo 5.
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Figura 33 - Distribucion de los valores de sensibilidad in vifro al ganciclovir de las 80 cepas de
herpesvirus humano tipo 5.
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Figura 34 - Valores de sensibilidad in vitro al foscarnet de las 80 cepas de herpesvirus humano tipo
5.
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Figura 35 - Distribucion de los valores de sensibilidad in vitro al foscarnet de las 80 cepas de
herpesvirus humano tipo 5.
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Figura 36 - Valores de sensibilidad in vitro al ganciclovir de las cepas de herpesvirus humano tipo 5
segun la enfermedad de base de los pacientes.
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Figura 37 - Valores de sensibilidad in vitro al foscarnet de las cepas de herpesvirus humano tipo 5
segun la enfermedad de base de los pacientes.
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