Herpesvirus humano tipo 5. Resultados y discusion

Discusion

La técnica mas utilizada para estudiar la sensibilidad in vitro de los HHV-5 a los
antiviricos es la de PRA, aunque diferentes autores han introducido modificaciones
respecto a la linea celular, el inéculo virico, el medio de cultivo, el tiempo de

incubacion, el método de lectura y las concentraciones de antivirico utilizadas.

Ganciclovir

Los diversos estudios de sensibilidad al GCV con cepas de referencia presentan
valores de DIsy que oscilan entre 0,3 y 13,3 nM (Tablas 35 y 36). Los estudios con
cepas aisladas de muestras clinicas también muestran resultados muy variados (Tablas
37y 38).

En nuestro trabajo mediante la técnica de PRA y con la linea celular MRC-5 se
obtienen valores de DIso del GCV entre 2,14y 13,49 M (media 5,66 nM). Estos
resultados son similares a los de otros estudios que también utilizan lineas celulares
embrionarias (Tablas 37 y 38) [314,315,319,326].

Se han definido diferentes criterios de resistencia in vitro de una cepa de HHV-5 al
GCV que se recogen en la tabla 39. Estos valores de DIsy propuestos por algunos
autores para definir la resistencia al GCV estdn muy cercanos a los valores de DIsy que
presentan algunas de las cepas de referencia consideradas sensibles y que se muestran
en las tablas 35 y 36. En un intento de unificar criterios y alcanzar un consenso en la
definicion de la resistencia in vitro a los antiviricos de las cepas de HHV-5 se realizé un
estudio simultineo en 13 laboratorios de un grupo de cepas bien caracterizadas
mediante la técnica de PRA. Las cepas eran tanto de procedencia clinica como de
referencia. Como resultado de este trabajo se acordo6 considerar que las cepas para las
que los valores de DIso de GCV eran superiores a 12 nM eran resistentes mientras que
las cepas en las que los valores de D5, eran entre 6 y 12 mM exhibian un fenotipo de

resistencia intermedia con susceptibilidad disminuida al GCV [180,332].
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Aplicando estas conclusiones a nuestro estudio se observa que para el 63% de cepas
de HHV-5 la DIsy del GCV fue inferior a 6 "M y para el 35% entre 6 y 12 mM.

Todas las cepas estudiadas, excepto una (DIso de 2,40 nM), fueron aisladas de
pacientes que no habian recibido tratamiento previo. Tan solo se encontraron valores
elevados de DIsy del GCV de 13,04 nM y 13,49 nM para dos cepas. El estudio
molecular del DNA de éstas no mostré ninguna mutacion en el gen UL97. Los

pacientes no recibieron tratamiento y evolucionaron favorablemente.

Foscarnet

El FOS no requiere de la intervencion de ningiin 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, en
los estudios de sensibilidad al FOS también existen diferencias tal como se observa en
la tabla 40. Los valores obtenidos con lineas celulares no embrionarias son
sensiblemente superiores a los obtenidos con lineas celulares embrionarias. Asimismo,
en las cepas aisladas de diferentes muestras clinicas también se observa una gran
variacion entre los valores de DIsy obtenidos por los diferentes autores (Tabla 41).

En el presente estudio, las DIsy del FOS han oscilado entre 46,65 y 460,22 nM
(media de 136,11 M) valores que han sido similares a los obtenidos por otros autores
que también han trabajado con lineas celulares embrionarias [217,315,320].

Segun los diferentes autores se consideran resistentes in vitro aquellas cepas de
HHV-5 para las que la DIsy de FOS es superior a 300 nM [174,175, 181,327] o a 400
mM [180,183,186,206,207,214,239,329,330,332]. Aplicando estas cifras a nuestro
estudio se observa que para el 98% de las cepas la DIso del FOS fue inferior a 400 nmM.
Tan s6lo para dos cepas la Dlsy fue superior a 400 mM. Una de las cepas fue aislada de
un paciente diagnosticado de retinitis por HHV-5 que se traté con FOS durante tres
semanas y cuyas lesiones respondieron favorablemente al tratamiento. Asi pues aunque

la cepa aislada requeria in vitro una Dlso de FOS de 433,48 nM, concentracion
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Tabla 35 - Valores de sensibilidad in vitro al ganciclovir de diferentes cepas de

referencia de herpesvirus humano tipo 5 obtenidos con distintas lineas celulares.

Cepa DI;,* Linea celular” In6culo Ref.*

AD169 1 HFF Pocillos 16 mm 270
50-100 pfu

AD169 4 HFF - 311

AD169 0,43 HFF Pocillos 16 mm 312

100 pfu

AD169 1-1,5 HFF Pocillos 16 mm 172
50-100 pfu

ADI169 10 Fibroblastos Pocillos 16 mm 313
30-40 pfu

AD169 5,3 MRC-5 Pocillos 16 mm 314

300 pfu

AD169 11,8 MRC-5 Pocillos 16 mm 315
50-150 pfu

AD169 4,9 MRC-5 Pocillos 22,6 mm 217
50-100 pfu

AD169 1,5-6,3 MRC-5 - 316

Towne 0,3-2,3

AD169 1,7 MRC-5 Pocillos 22,6 mm 168

Wade 0,8 50-100 pfu

AD169 3,13 MRC-5 Placas 60 mm 317

Towne 1,96 100 pfu

Davis 3,13

ADI169 7 MRC-5 Pocillos 35 mm 318
100-200 pfu

ADI169 7+3 MRC-5 Pocillos 35 mm 167

Davis 71 100-200 pfu

* Concentracion de antivirico que reduce el namero de placas al 50% con respecto al control sin
antivirico, expresado en concentracion micromolar (mM). ® HFF son fibroblastos no embrionarios de
prepucio humano. MRC-5 son fibroblastos de pulmén embrionario humano. © Ref.: Referencia

bibliografica.



Tabla 36 - Valores de sensibilidad in vitro al ganciclovir de diferentes cepas de

referencia de herpesvirus humano tipo 5 obtenidos con distintas lineas celulares.

Cepa DIs," Linea celular” Indculo Ref.*
AD169 72 HET 167
Davis 5+2
AD169 1-2 HEL Pocillos 35 mm 319
50-75 pfu
AD169 3,92-7,84 HEL Pocillos 6,4 mm 320
Davis 5,69-13,3 100 pfu
AD169 3,5+0,7 HEL Pocillos 6,4 mm 321
10 pfu
Towne 1 WI-38 Pocillos 3,5 mm 322
Major 4,8 90-100 pfu
Major 4,8 WI-38 Pocillos 35 mm 323
Towne 1,5 200 pfu

* Concentracion de antivirico que reduce el nimero de placas al 50% con respecto al control sin

antivirico, expresado en concentracién micromolar (mM). ® HET: son fibroblastos embrionarios de

amigdala humana. MRC-5, HEL y WI-38 son fibroblastos de pulmoén embrionario humano. © Ref.:

Referencia bibliografica.
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Tabla 40 - Valores de sensibilidad in vitro al foscarnet obtenidos con cepas de

referencia de herpesvirus humano tipo 5 en funcion de la linea celular utilizada.

Cepa DI;,* Linea celular” Indculo Ref.
AD169 210 HFF - 311
AD169 250 Fibroblastos Pocillos 16 mm 313
30-40 pfu

AD169 102,6 MRC-5 Pocillos 16 mm 315
50-150 pfu

AD169 31 MRC-5 Pocillos 22,6 mm 217
50-100 pfu

AD169 66,6-93,3 HEL Pocillos 6,4 mm 320

Davis 58,3-119,9 100 pfu
AD169 48939 HEL Pocillos 6,4 mm 321

10 pfu

* Concentracion de antivirico que reduce el nimero de placas al 50% respecto al control sin antivirico,
expresada en concentracién micromolar (mM). ® HFF son fibroblastos no embrionarios de prepucio
humano. MRC-5 y HEL son fibroblastos de pulmén embrionario humano. ¢ Ref.: Referencia

bibliografica.
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Herpesvirus humano tipo 5. Resultados y discusion

considerada resistente [180,183,186,206,207,214,239,329,330,332], clinicamente no se
observ¢ fallo terapettico.

El desarrollo y aplicacion del estudio de la sensibilidad in vitro a los antiviricos de
los HHV-5 aislados se ve desfavorecido por la falta de estandarizacion de las técnicas,
el tiempo necesario para su realizacion y por la falta de unanimidad en el
establecimiento de los valores indicativos de resistencia tanto para el GCV como para el
FOS.

Por otra parte, el hecho de que la resolucion de la enfermedad por el HHV-5 esté
directamente relacionada con el estado inmunitario del paciente y no dependa
solamente del tratamiento antivirico afiade elementos que dificultan la valoracion de la
verdadera eficacia del mismo. En nuestro estudio los dos pacientes con cepas de HHV-
5 para las que la DIsp del GCV era superior a 12 nM (resistente in vitro) evolucionaron
a la curacion, sin tratamiento antivirico. El paciente al que se le aislo una cepa de HHV-
5 que requeria in vitro una DIso del FOS superior a 400 nM (resistente in vitro)
respondio6 favorablemente al tratamiento con FOS.

Debido a que el tiempo necesario para la realizacion de estas técnicas desde la
inoculacion de la muestra hasta la obtencion del resultado de sensibilidad es prolongado
(seis a ocho semanas) y dado que, los datos obtenidos en el estudio de la sensibilidad de
cepas independientes no siempre se corresponden con la evolucion clinica observada, es
recomendable que el estudio de la sensibilidad in vitro a los antiviricos se efectue,
cuando se prevea un tratamiento prolongado, en las cepas que se aislen secuencialmente
en estos pacientes. El objetivo de un enfoque de este tipo es la deteccion de la aparicion
de cepas de HHV-5 para las que la DIs del antivirico utilizado sea claramente superior
a la obtenida con la cepa original. En este sentido, algunos autores ya han sefialado que
las variaciones en los valores relativos de DIsy de un antivirico respecto a las cepas
aisladas sucesivamente de un mismo paciente pueden ser mas importantes que un valor

absoluto de DIsg del antivirico frente a una unica cepa [333].
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3. — Herpesvirus humano tipo 3

Resultados

Los valores de DIsy del ACV para las nueve cepas de HHV-3 estudiadas se han
situado entre 3,30 y 7,08 uM (media 4,77 y mediana 5 puM). Ninguna de las cepas
presentaba valores de sensibilidad al ACV elevados (Tabla 42).

Los valores de DIsy del FOS se han situado entre 59,01 y 178,62 uM (media 118,19

y mediana 101,60 uM). Todas las cepas fueron sensibles al FOS (Tabla 42).

Las cepas de HHV-3 se habian aislado de nueve pacientes (siete sin patologia de
base, un receptor de trasplante de médula dsea y un paciente seropositivo para el virus
de la inmunodeficiencia humana). No tenemos constancia de que ninguno de los

pacientes hubiera recibido tratamiento previo con alguno de los antiviricos estudiados.

Tabla 42 - Valores de sensibilidad in vitro al aciclovir (ACV) y al foscarnet (FOS) de

nueve cepas de herpesvirus humano tipo 3 obtenidos mediante la técnica de

reduccion del nimero de placas.

Cepa ACV Dlsoa FOS DIso
1 3,30 59,01
2 3,41 88,49
3 3,18 96,36
4 5 101,60
5 3,97 178,62
6 5,27 165,55
7 6,22 131,50
8 7,08 97,70
9 5,46 144,86

* Concentracion de antivirico que reduce en un 50% el niamero de placas provocadas por el virus

respecto al control sin antivirico, expresada en concentracion micromolar (mM).
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Discusion

Las técnicas mas utilizadas para el estudio de la sensibilidad in vitro de los HHV-3
a los antiviricos son la de PRA, aunque con variaciones respecto a la linea celular, el
indculo virico, el medio, el tiempo de incubacion, el método de lectura y las
concentraciones de antivirico utilizadas y la técnica de hibridaciéon del DNA. Los
valores de DIsy obtenidos mediante la técnica de hibridacion del DNA correlacionan
bien con los obtenidos mediante la técnica de PRA [290].

Los estudios de sensibilidad a los antiviricos de las cepas de HHV-3 se han
realizado por la técnica de PRA utilizando virus libre o bien asociado a las células.
Segun algunos autores los resultados obtenidos en ambos casos son similares [304],
mientras que otros comprueban que, utilizando virus asociados a las células, se precisan
concentraciones de ACV de siete a diecisiete veces superiores que los libres para inhibir
la formacion de placas en un 50% de los cultivos inoculados con respecto al control sin
antivirico [334].

Los resultados obtenidos en nuestro estudio de la sensibilidad al ACV y al FOS del
HHV-3 trabajando con el virus asociado a las células son comparables a los del resto de

autores [119,152,154-155,228-229,288,304,335-338].
Aciclovir
En los estudios de sensibilidad al ACV con cepas de referencia se obtienen valores

de DIy que oscilan para la cepa Oka entre 0,58 y 7 nM, para la cepa Ellen entre 1,9 y
3,8 MM (Tabla 43).
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Tabla 43 - Valores de sensibilidad in vitro al aciclovir (ACV) y al foscarnet (FOS) de
diferentes cepas de referencia de herpesvirus humano tipo 3 obtenidos con las técnicas

de reduccion del nimero de placas (PRA) y de hibridacion del DNA.

Cepa Técnica ACV DIs," FOS DI, Ref."
Oka PRA 0,58 49,98 155
Oka PRA 7+1,2 - 229
Oka PRA 0,92+0,60 67,0£12,7 338
Oka  Hibridacion DNA 33 117 228

Ellen Hibridacion DNA 3,22 (1,9-5,6) 153,8 (101-229) 119

Ellen Hibridacion DNA 2,0 57,6 152
Oka  Hibridacion DNA 6,5 108 154

Ellen 3.8 146

* Concentracion de antivirico que reduce en un 50% el namero de placas provocadas por el virus
respecto al control sin antivirico, expresada en concentracion micromolar (mM). ” Ref.: Referencia

bibliografica.

En nuestro trabajo mediante la técnica de PRA y con la linea celular MRC-5 los
valores obtenidos son similares a los de otros estudios que se han realizado tanto con la
técnica de PRA como con la de hibridacion del DNA (Tabla 44). No existe un criterio
definido respecto al valor de Dlsy que define la resistencia in vitro del HHV-3 al ACV,
tan solo Boivin y cols., se atreven a establecer un valor umbral ¢ 10 nM) [152].

Aplicando este valor a nuestro estudio se observa que todas las cepas estudiadas
presentaban valores de DIsy del ACV inferiores a 10 nM. Todas las cepas estudiadas

fueron aisladas de pacientes que no habian recibido tratamiento previo.

Foscarnet

En los estudios de sensibilidad al FOS con cepas de referencia se obtienen valores
de DIsy que oscilan para la cepa Oka entre 49,98 y 117 nM, para la cepa Ellen entre
57,6 y 229 nM (Tabla 43).

306



"ADV [e sajua)sisar uesd seddd [ se

"¢-AHH 9p sedad son e uopuodsariod sasoea so , “(JAU TH'vT £ 0t vh) ADV e seIud)sisar uesd ajudtoed owstur [9p sojuaingisqns sedad so( ,"eo1yLIS0I[qIq LIOUSIJOY

39y , "ouewny orondoid op SOLIBUOLIQUId OU SOJsE[qOIqL) UOS OOGE "ouewny oLreuoliqud uowind ap soje[qoiqy uos ¢-OYN A 8¢-IM “THH , "(JAW) Jejowororu

UQIORIUIIUOD UD OPesaIdXd ‘OOLIANUE UIS [01U0D [e 0300dsar sniia [0 Jod sepeooaold seoe[d op oIownu [ 9,0¢ UN U 20npal onb 0JLIAUR Op UQIOBNUIOUO)) |,

11 VN UQLepLIqIH - [(8°L6-0°S7) L9*8¥ -

sl 9 VNQ uoroepLqry - (L°08-0°1S) SS°09 (8°¢-L°0) I°T

611 S VNQ uoroepLiqry - (9L1-%8) 9°TI1 -

70¢ ¥ Vid 00s¢€ - (0°6-S°T) OETFSLE

vS1 €1 VNQ UQIBPLIGIH  G-OYIN (9L1-€8) ST'ST1

87T ¥ VNQ UOIEPLIGIH  S-DUIN (TST-901) ST'ETT -

88¢ S viad 8€-TM - (829-90°7) $9°¢

8€¢ €l vid TdH V'8FLYS 1€0F€6°0

LEE ! vid TdH - 9¢°0F9t° 1

9¢¢ 01 Vid d-TdH - (90°L-L9°0) 86°1

ST I Vid TdH 2(£9°99-9°9%) §9°95 pSL0
NN sedoo ,u BOIUDY ], SBINRD 1d SOd 1A ADV

"VNA [P uo1oepLIqIy op ed1udd) e[ £ (Vd) seoe[d op oxownu [op uoroonpar ap

©OI1UO9) B[ UOD Soprudlqo ¢ odn ouewny sniasadioy op sedad ap (SO) 10uIedsoy [ A (ADV) IIAO[JIO. [€ PEPI[IQISUS 9P SAIO[BA — 1 B[qQBL



Herpesvirus humano tipo 3. Resultados y discusion

En nuestro trabajo mediante la técnica de PRA y con la linea celular MRC-5 hemos
obtenido valores similares a los de otros estudios que se han realizado tanto con la
técnica de PRA como con la de hibridacion del DNA (Tabla 44). Tampoco en el caso
del FOS existe un criterio definido respecto al valor de DIsy que define la resistencia al
FOS. Algunos autores consideran resistentes valores de Dlsy superiores a 300 mM [120]
y otros superior a 500 MM [152].

Tomando como referencia estos valores, en nuestro estudio las DIsy del FOS eran
en todos los casos inferiores a 300 MM por lo que todas las cepas eran sensibles.

La mayoria de las cepas de HHV-3 resistentes al ACV o al FOS descritas hasta la
fecha procedian de pacientes inmunodeprimidos que estaban en tratamiento o que

habian recibido tratamiento prolongado con el antivirico [119,152-155,208,276,339].

309



