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1. INTRODUCCION



1.A. INTRODUCCION A LA FAMILIA HERPESVIRIDAE

La historia de la virologia va paralela a la historia de la humanidad,
estando las enfermedades viricas entre las mas antiguas reconocidas (ej:
rabia, polio, herpes). Sin embargo, la virologia como ciencia no comienza
hasta los descubrimientos de Ivanovski sobre el virus del mosaico del
tabaco en 1892 3. Dentro de las enfermedades viricas juegan un papel
importante las enfermedades producidas por virus de la familia
Herpesviridae. Los miembros de la familia Herpesviridae son virus grandes,
y envueltos, cuyo material nucleico es ADN. Aproximadamente hay 80
herpesvirus conocidos que infecten a seres vivos del reino animal. Se
reconocen siete herpesvirus humanos: virus herpes simplex tipo 1 {(VHS-1),
virus herpes simplex tipo 2 {VHS-2), virus varicela-zoster (VVZ), virus
Epstein-Barr {VEB), citomegalovirus (CMV), herpesvirus humano 6 (HVH-6)
y herpesvirus humano 7 {(HVH-7). Recientemente se han detectado
secuencias de ADN correspondientes a lo que puede ser un nuevo miembro
de esta familia en biopsias de lesiones de sarcoma de Kaposi en pacientes
con SIDA, a este nuevo agente se le denomina herpesvirus asociado al
sarcoma de Kaposi o herpesvirus humano 8 (HVH-8}, aunque el papel del
HVH-8 estd todavia muy discutido. A los cinco primeros virus descritos
anteriormente se les denomina también,. respectivamente, herpesvirus

humano 1, herpesvirus humano 2, herpesvirus humano 3, herpesvirus



humano 4 y herpesvirus humano 5. Existen numerosos herpesvirus que
infectan a primates del nuevo y viejo mundo, uno de ellos puede infectar
al hombre, aunque en raras ocasiones, se trata del virus herpes B o
Herpesvirus simiae 1°8142153

Los herpesvirus se clasifican en tres subfamilias: Alfaherpesvirinae,

Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae sus caracteristicas principales

guedan resumidas en la tabla I.

TABLA |: Caracter(sticas principales de los miembros de la familia Herpesviridae de importancia

clinica.
- . __________________________________|]

Nombre comun Otra Subfamilia Tamano del Contenido de
denominacién genoma (kpb x Guanina-
108 Citosina (%!}
Virus humanos
Virus herpes Herpesvirus a 152 67
simplex tipo 1 humano 1
Virus herpes Herpesvirus a 152 69
simplex tipo 2 humano 2
Virus varicela- Herpesvirus a 125 46
zoster humanoc 3
Virus Epstein- Herpesvirus ¥ 172 59
Barr humanec 4
Citomegalovirus  Herpesvirus B 229 57
humano 5
Herpesvirus ¥ 1656 43
humano 6
Herpesvirus Y aprox 145 aprox 42
humano 7
Herpesvirus Herpesvirus -- -- --
hurmano 8 asociado al
sarcoma de
Kaposi
Virus de simios
Virus herpes B Herpesvirus a aprox 150 74
simiae



En o relativo a su estructura, se trata de virus grandes (150-250 nm}
compuestos, de fuera hacia dentro, por una cubierta externa, el tegumento,
la nucleocéapside y un core interno compuesto por proteinas y el genoma
viral. La cubierta externa o envuelta estd derivada de porciones de las
membranas nucleares y citoplasmdticas de las células previamente
infectadas; en el proceso de replicacién ias glicoproteinas virales que fueron
insertadas en las membranas de la célula se recuperan y finalmente
aparecen proyectadas hacia el exterior de la cubierta externa de los

herpesvirus 18,

Las glicoproteinas de las cubiertas de los herpesvirus tienen una serie
de funciones, no todas ellas conocidas. Asi, por ejemplo, se sabe que las
glicoproteinas B, D, H y L. de los virus herpes simplex tipos 1 y 2 son
responsables de la unién y penetracién de las particulas viricas en las
células 2%7'77121 QOtras, como las glicoproteinas E de estos mismos virus
(VHS 1 vy 2) son receptores Fc, mientras que la glicoproteina C tiene
actividad de unién al fragmento C3b del complemento %°. Los anticuerpos
frente a estas glicoproteinas normalmente neutralizan la infectividad del
virus, presumiblemente por interferencia con los receptores de unién del

virus con la célula 2",

El tegumento de! viridn consiste en un ensamblaje aparentemente

amorfo de una 0 més proteinas codificadas por los virus que, para algunos



herpesvirus, sirve para iniciar el ciclo replicativo en células susceptibles **°.

La nucleocapside de los herpesvirus mide aproximadamente 100 nm
de diametro y estd formada por 162 capsdémeros proteicos en una
disposicién icosapentahédrica. La nucleocdpside se sitda englobando el
ADN viral, que en todos los herpesvirus es una molécula de ADN lineal y
bicatenario. EI ADN de los herpesvirus estd organizado segln varios
patrones complicados dependiendo del nimero relativo, tamano y posicion
de secuencias de repeticion. En el caso del VHS, se trata de una sola region

flanqueada por secuencias de repeticion 19813,

La replicacién de los herpesvirus es un proceso cuidadosamente
regulado y con multiples pasos. Poco tiempo después de la infeccidn, se
transcribe un numerc pequeno de genes. Estos genes "inmediato-
tempranos" codifican proteinas que regulan su propia sintesis y estimulan
la sintesis de una segunda ola de proteinas codificadas en los genes
"tempranos” del virus. Como se ha dicho antes, en algunos herpesvirus,
gsta transcripcion de genes "inmediato-tempranos” estd estimulada por
proteinas del tegumento en algunos miembros de esta familia de virus. Las
proteinas "tempranas” de los herpesvirus estan implicadas en la replicacion
genémica. Dentro de estas, las mejor caracterizadas son las desoxipirimidin
{timidin) quinasas, ADN polimerasas, ribonucledtido reductasas vy

exonucleasas. La forma precisa por la cual se replica el ADN de los



herpesvirus no se conoce, pero la presencia de secuencias de repeticidn
terminales puede implicar que en el proceso el ADN se circulariza. Hay
evidencias de que algunos herpesvirus generan los ADN de la progenie

mediante un mecanismo de enrollamiento 228,

Después de la replicacién del ADN se expresan la mayoria de los
genes de los herpesvirus. Los productos de estos genes "tardios" se
incorporan en los viriones hijos o bien ayudan en su ensamblaje. Las nuevas
particulas salen de la célula huésped y radpidamente infectan a células
susceptibles contiguas. La forma predominante de expansion de los
herpesvirus en el organismo es célula a célula, ya que no se acumulan virus

libres 1°3.

En lo relativo al tropismo de los herpesvirus, éstos varian
enormemente en su capacidad de infectar diversos tipos de células, hecho
que sirve para diferenciarlos en diversas subfamilias. En el caso de los VHS
crecen bien en células epiteliales y fibroblastos de hombre, mono, conejo,
ratén y muchas otras especies animales. Este no es el caso, por ejemplo del
CMV, que crece bien sdélo en fibroblastos humanos, o del VEB, que crece
sdlo en linfocitos B, o del HVH 6 que crece sélo en linfocitos T CD4 +. Pero
la importancia de esto no es solo taxondmica ya que puede ser altamente
predictivo del tipo de tejido que van a infectar en sus presentaciones

clinicas, de tal manera que las infecciones por herpesvirus que se replican



en tejido de origen epitelial van a ser predominantemente infecciones
mucocuténeas 1%,

El proceso denominado de latencia no se conoce totalmente, aunque
es un hecho que ocurre en todos los miembros de la familia. El material
genético de los VHS se queda de forma extracromosdmica tras haber
producido una infeccién %7, Tradicionalmente ha habido gran discusidn
sobre si los genomas de los herpesvirus permanecian inactivos o si se
expresaban genes durante el periodo de latencia. Segun varios estudios, en
el caso de los VHS en la infeccidn latente existe una importante expresion
de genes seleccionados. El estudio de estos genes indica que parecen ser
genes implicados en la regulacién del virus y que permiten al virus

mantenerse en estado de latencia o0 mantenerse en estado de alerta para

posibles reactivaciones %2,

Otro atributo biolégico de los Herpesviridae es la capacidad de la
mayoria de ellos de transformar células. Esta capacidad se ha demostrado
solo en modelos de laboratorio. El caso de la capacidad transformadora de
células por VHS-1, VHS-2 y CMV parece que no tiene apenas implicacion
clinica. Sin embargo, en el caso de los virus linfotréficos, se ha demostrado
que son tumorgénicos, provocando la mayoria de eilos enfermedades
linfoproliferativas. Este es el caso del VEB, que estd asociado con el

carcinoma nasofaringeo y otros carcinomas poco frecuentes®'*’.



En lo relativo a su epidemiologia y transmisién, los herpesvirus son
virus frégiles que no sobreviven iargo tiempo en el medio ambiente. Debido
a esta caracterfstica, la transmisién generalmente requiere la inoculacién en
una persona sin infeccion previa de un fluido con virus de una persona
infectada directamente en tejido susceptible de ser infectado por estos
virus. Estos lugares susceptibles son las mucosas oral, ocular, genital o
anal, el tracto respiratorio y el torrente sanguineo. Los herpesvirus son

incapaces de atravesar piel queratinizada de manera eficaz "'%%,

Enla tabla Il se indican los principales mecanismaos de transmision de

los herpesvirus,

Los herpesvirus son ubicuos, por lo gue infectan practicamente a
toda la poblacién. Los herpesvirus se transmiten a partir individuos en los
que el virus esta replicAdndose, bien durante una primoinfeccién o bien en
reactivaciones. Algunas de las personas que transmiten el virus tienen un
episodio sintomético, pero la mayoria estan pasando un periodo
asintomatico '®3. La probabilidad de que ocurra fa transmisién depende en
gran medida de la cantidad de virus eliminada. La conclusién de la mayoria
de los estudios es que tanto las infecciones sintométicas como las
asintométicas contribuyen sustancialmente a las tasas de transmisién de
herpesvirus. Los datos més fiables proceden delos estudios sobre el herpes

genital, entre la mitad y tres cuartas partes de las infecciones genitales por



TABLA II: Principales mecanismos de transmisién de los virus miembros de la familia
Herpesviridae.

|

Formas de transmisidn $eroprevalencia [%) Grupos o actividades
en EEUU * con mayor riesgo de
infeccidn
VIRUS PERINATAL SANGRE  CONTACTO AEROSCL  Nifios Adultos
INTIMO sanos Sanos
VHS-1 + - + - 20-40 50-70 Contacto intimo
frecuente
VHS-2 + - + - 0-5 20-50 Contacto intimo
frecuente
vvZ + - + + 50-75 85-95 Guarderias
CMV + + + - 10-30 40-70 Guarderias
Promiscuidad
homosexual

Transplantados y
receptores de
transfusidn de sangre

VEB + + + - 10-30 60-90 Contacto intimo
frecuente

HVYH-6 i? ¢? i I 80-100 60-100 Estados de
inmunodeficiencia
celular

HVH-7 7 7 a2 7 40-80 60-100 i?

Virus i? - - - 0 <<1 Cuidaderes de monos

Herpes B

[ e e

+: bien asociado, -: poco asociado, (?: datos insuficientes
VHS-1: Virus herpes simplex tipo 1; VHS-2: Virus herpes simplex tipo 2; VVZ: Virus varicella-zoster; CMV: citomegalovirus;
VEB: Virus Epstein-Barr; HYH-6: Herpesvirus humano 6; HVH-7: herpesvirus humano 7

VHS se adquieren de parejas sexuales asintomaticas. Es bastante probable
que una proporcion incluse mayor de infecciones por VEB se transmitan

asintomaticamente '°.

La patogénesis de las infecciones por herpesvirus se puede explicar
por tres mecanismos diferentes: 1) por destruccion directa de tejido; 2) por
provocar respuestas inmunopatolégicas; 3) por facilitar ia transformacion

neoplésica '*°,

La infeccién mucocutdnea por VHS es un claro ejemplo de

o



destruccidn de tejido infectado. Algunas complicaciones de las infecciones
por herpesvirus, como el eritema multiforme, la anemia hemolitica y la
trombocitopenia son consecuencia de la respuesta inmune. A pesar de que
algunos linfomas de células B y el carcinoma nasofaringeo se hayan
asociado a la infeccién por VEB, todavia no esta esclarecido el papel del

virus en la génesis neoplasica **’.

El diagnéstico de la mayoria de las infecciones por herpesvirus se
realiza clinicamente, pero existen situaciones graves en las que se necesitan
pruebas especificas. La confirmacién por el laboratorio de una infeccion por
un herpesvirus puede ayudar a excluir otras infecciones clinicamente
similares, eliminando incertidumbre, ayudando al tratamiento y puede ser

usada para la deteccion de cepas resistentes a farmacos °.

Un ejemplo practico del valor de una prueba de confirmacion es en
el herpes genital, en cuyo caso se podrian recomendar modificaciones de
conducta y tratamiento con aciclovir. Otro ejemplo son las erupciones
zosteriformes, frecuentemente diagnosticadas como brotes recurrentes de

zéster, cuando lo que son muchas veces es infecciones por VHS *

Los herpesvirus causan una gran variedad de sindromes clinicos. Los

principales quedan resumidos en la tabla Il

10



TABLA Ili: Principales sindromes clinicos causados por miembros de la familia Herpesviridae.

|

Sindrome VHS-1  VHS-2 VvZ VEB CMV  HVH-6 HVH-7 VH B
Gingivoestomatitis + + +
Lesiones genitales + + + +
Lesiones cutaneas + + + +
Queratoconjuntivitis + -+ + +
Retinitis + + +

Esotagitis + + + +

Meumonitis + + + + + +

Hepatitis + + + + 4

Micpericarditis + + +

Meningitis 4 +

Encefalitis + + + + + + +
Mielitis + + + + + +
Eriterna multiforme + + + +
Otros exantemas + + + +

Artritis + +

Anemia hemolitica + + +

Leucapenia + + +

Trombocitopenia + + +

Mononucleosis + + +

Linfoma +

1
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Respecto a la prevencién y tratamiento de las infecciones producidas
por miembros de la familia Herpeviridae, se ha avanzado mucho en la dltima
década. Existe una vacuna para varicela-zoster pendiente de autorizacion,

y hay numerosos estudios sobre inmunoglobulinas especfificas anti-CMV

3

para prevenir infecciones graves en inmunodeprimidos '*°. El aciclovir es

el principal farmaco antiviral usado hoy en dia y tiene numerosas

aplicaciones para el tratamiento de infecciones herpéticas mucocutaneas

44,168

y viscerales El ganciclovir, un analogo del aciclovir, aunque mas

toxico, es utilizado en el tratamiento de infecciones graves por CMV en

74,108

pacientes inmunodeprimidos QOtro farmaco en uso hoy dia es el

foscarnet, siendo su principal utilizacién el tratamiento de infecciones por

67,131,134,135 Desde hace

herpesvirus resistentes a aciclovir y ganciclovir
poco tiempo hay otro nuevo antiviral, el famciclovir, que tiene actividad
principalmente frente a varicela-zoster y frente a herpes simplex; también

parece que es activo frente al virus de la hepatitis B 1314144160161,
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1.B. INFECCION POR VIRUS HERPES SIMPLEX

Las infecciones por el virus herpes simplex (VHS) se encuentran
entre las infecciones que méds cominmente afectan al hombre desde la
antigliedad. Ya Hipécrates describié el Herpes /labialis. La primera
descripcion del herpes genital, realizada en 1736, se atribuye a Astruc,
médico del rey de Francia. Entre 1910 y 1920 se demostrd la naturaleza
infecciosa de las lesiones herpéticas al producir lesiones en las cérneas de
ratones con material de queratitis herpética y de Herpes labialis 2 '7°. Los
diversos estudios realizados en los ultimos afios han ayudado a entender la
biologia molecular del VHS, sus mecanismos de latencia y recurrencia, asi
como a lograr los primeros farmacos Utiles en determinadas infecciones por

VHS.

1.B.1. Descripcion del agente.

El virus herpes simplex (Herpesvirus hominis), comparte muchas
propiedades con otros miembros de su familia, que como ya se ha indicado,
en humanos incluye, aparte del VHS, varicela-zoster, citomegalovirus, virus
de Epstein-Barr y los herpesvirus humanos tipos 6, 7 y 8. Los miembros de
este grupo tienen un core interno con ADN bicatenario, una capside
icosaédrica con 162 capsdmeros y una membrana lipidica o envueita. El

diametro de los herpesvirus oscila entre 150 y 200 nm. La replicacion virica
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ocurre principalmente en el nicleo celular y se completa con la adicién de
proteinas de la envuelta al pasar a través de la membrana nuclear. La
replicacién completa del virus esta asociada con lisis celular. Todos los
miembros de la familia Herpesviridae son capaces de establecer un estado

de latencia en el interior de algunas de las células que infectan *%%'%%,

Se ha subdividido el VHS en dos subtipos, VHS-1 y VHS-2. Las
diferencias entre estos dos subtipos son principalmente clinicas y
epidemiolégicas, aunque también se encuentran algunas diferencias

bioquimicas y biclégicas **°.

Las diferencias antigénicas entre VHS-1 y
VHS-2 se pueden detectar por una gran variedad de métodos seroldgicos,
entre los que se incluyen inmunofluoerescencia, microneutralizacion y

ELISA. Se pueden detectar diferencias genédmicas mediante anilisis del

ADN de los aislados.

Las principales diferencias entre VHS-1 y VHS-2 seresumen en la tabla IV.
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TABLA IV: Diferencias entre VHS-1 y VHS-2 %@

i e e

CARACTERISTICAS VHS-1 VHS-2
Infecciones urogenitales - (10-30%! + {70-20%)
infecciones no genitales:

- Labial + {80-20%) - (10-20%)

- Queratitis + -

- Panadizo (manos} + -

- Encefalitis (adulto} + -

Infeccién neonatal

- {aprox. 30%)

+ {aprox. 70%)

Transmision No genital Genital
Focos en monocapas de - +
embrién de pollo

Sensibilidad a temperatura - +
{40°C)

Sensibilidad a heparina + -
Formacién de sincitios en - +

células embrionarias de rifién

humano

1.B.2. Epidemiologia.

Los virus herpes simplex tienen una distribucion mundial. No se

conoce ningun vector animal para VHS y, a pesar de que es facil infectar
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a animales de experimentacién, parece que el hombre es el dnico
reservorio. La principal forma de transmisién es el contacto directo con las
secreciones infectadas. El VHS-1 se transmite principalmente mediante
contacto con secreciones orales contaminadas, y el VHS-2, por contacto
con secreciones genitales contaminadas. La transmisién puede ocurrir a
partir de personas con infeccién manifiesta o bien con infeccién subclinica,
si bien los titulos de VHS en las secreciones de personas con infeccion
subclinica son menores, siendo la transmisibilidad menor que en el caso de
las infecciones manifiestas. Dependiendo de la poblacién estudiada,
aproximadamente el 0,65-15 por ciento de la poblacién puede encontrarse

excretando VHS en un momento determinado %7,

No parece que haya una variacién estacional o de sexo en la
incidencia de infeccion por VHS, pero en diversos estudios se ha visto que
la tasa de infeccién por VHS-2 es mayor en la raza negra, y en personas
solteras, de bajo nivel socioeconémico o pacientes con historia de otras
enfermedades de transmision sexual. Los patrones de edad en VHS-1 y
VHS-2 son diferentes. En el caso del VHS-1, los anticuerpos aumentan
rapidamente durante la infancia, de forma que en la pubertad practicamente
todos los miembros de clases socioecondémicas bajas han sido infectados.
Sin embargo, el periodo en el que se produce un aumento de infecciones
por VHS-2 es el siguiente a la pubertad y esté relacionado con la actividad

sexual. La frecuencia de anticuerpos frente a VHS-2 en adultos varia entre
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el 3% encontrado en monjas y el 70% en prostitutas *®°.

La presencia de VHS-1 en localizaciones diferentes a las habituales
es mas frecuente en diversos grupos como dentistas, personal de unidades
de cuidados intensivos y luchadores '""'®7. En el caso del VHS-2, la
infeccién no genital puede ocurrir en nifios nacidos de madres con infeccion
genital. Las infecciones anales y perianales por VHS-2 son frecuentes en

80 La autoinoculacién desde zonas

homosexuales sexualmente activos
genitales a otros puntos (manos, gliteos, piernas) no es un hecho raro. El
riesgo de padecer una infeccién por VHS-2 de transmisién heterosexual es

mayor en mujeres que en hombres, y haber padecido previas infecciones

por VHS-1 reduce el riesgo de padecer infecciones por VHS-2 %1,

Las infecciones recurrentes ocurren de manera frecuente en ambos
serotipos. La mayoria de las infecciones recurrentes se deben a una
reactivacién del virus endégeno y no a una infeccién por un virus exégeno,
y ocurren a pesar de la presencia de anticuerpos circulantes. La tasa de
recurrencia en herpes labiales y periorales es aproximadamente del 20 al
40% de la poblacién #°. Los herpes labiales causados por VHS-2 recurren
en mayor medida que los causados por VHS-1 ?*. Las recurrencias varian
en frecuencia desde una al mes {5-25 %) hasta menos de una cada seis
meses (10-65 %). Los factores desencadenantes pueden variar

dependiendo de la persona, entre ellos se encuentran exposicién al sol,
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fiebre, traumatismos locales, manipulacién del nervio trigémino,
menstruacién o tensién emocional. La queratitis recurrente por VHS es
menos frecuente, se ha estimado que en los Estados Unidos de América,
el 5% de los pacientes de clinicas oftalmoldgicas tienen infecciones
oculares por VHS, de estos, entre el 25 y 50 % tienen una recurrencia al
cabo de dos afios %, La frecuencia de herpes genitales recurrentes depende
de muchos factores, entre los que se encuentran: sexo, serotipo del VHS
vy la presencia y titulo de anticuerpos neutralizantes; asi, las lesiones
genitales por VHS-1 recurren menos frecuentemente que las producidas por

VHS-2, y las recurrencias son mas frecuentes en hombres que en mujeres

167

1.B.3. Patogénesis

El VHS, una vez ha llegado a la piel, penetra en las células epiteliales
parabasales e intermedias. Hay estudios en donde se indica que el VHS
penetra en las células mediante un proceso fagocitico *°, pero actualmente
estd aceptado que la penetracion infecciosa del VHS ocurre mediante un
proceso de fusién de la envoltura viral con la membrana plasmatica de las
células independiente del pH '?'. Como resultado de la multiplicacién del
VHS, se produce la lisis de las células infectadas y la formacion de una

respuesta inflamatoria local. Esto provoca la aparicion de las lesiones tipicas
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de las infecciones por VHS, que son vesiculas con fina membrana sobre
una base inflamatoria. Estas lesiones son indistinguibles de las producidas
por el virus varicela-zoster. También se observa una implicacién de los
nédulos linfaticos que drenan el lugar de la primoinfeccion. Dependiendo del
gstado inmunitario del paciente, la infeccién puede evolucionar hacia
viremia y diseminacién visceral con implicacion de varios organos

principalmente higado, pulmén y sistema nervioso central *°.

Después de la primoinfeccidn, se establece un estado de latencia del
virus en los ganglios sensoriales. Una vez dentro del ganglio se puede
detectar ADN viral y algunas copias de ARNm dentrc de las neuronas '*°.
El mecanismo por el cual se establece la latencia, asi como las posteriores
reactivaciones no se conoce, aungue existen varias teorfas inmunoldgicas

30,80,140,151 EI VirUS

y bioquimicas, que todavia permanecen sin demostrarse
reactivado se expande por los nervios sensitivos. Las neuronas son las
dnicas células con la propiedad de no lisarse en la produccién de virus
completos. Es posible que en la neurona sélo se produzcan productos
tempranos del virus y que el ensamblaje completo del virus ocurra en las
células epiteliales. Una vez que el VHS ha llegado a células epiteliales, éste
se expande célula a célula y la limitacién de la expansion es resultado de

la actuacién de los mecanismos de inmunidad humoral y celular, y se

postula que por la produccidn local de interferén °°.
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En el hombre se ha demostrado la latencia en los nervios trigemino,
vago y sacro. Un hecho curioso es que no todas las areas inervadas por un
nervio con infeccién latente estdn igualmente involucradas y las
recurrencias habitualmente ocurren en la cercania del lugar de las
infecciones previas %°. Se ha demostrado que hay una regién en el genoma
del VHS, denominada LAT (/atency-associated transcript}, que debe ser
diferente en el VHS-1 y en el VHS-2 y que es la responsable de que la
mayoria de VHS-1 se reactiven a partir de virus latentes en el nervio
trigémino dando lugar a infecciones recurrentes oculares y orofaciales, y de
que la mayoria de VHS-2 lo hagan a partir de virus latentes en el nervio

sacro, dando lugar a infecciones recidivantes genitales '72.

En las primoinfecciones y recurrencias de las infecciones por VHS
estan involucrados una variedad de mecanismos de inmunidad humoral y
celular. Entre estos se encuentran la produccién de diversos tipos de
anticuerpos, la produccién de interferdn, la activacién de los macrdéfagos,
la induccién de reactividad mediada por linfocitos T, el desarrollo de células
natural killer y citotoxicidad dependiente de linfocitos. La influencia relativa
de todos estos factores (y probablemente otros muchos) no esta clara por

el momento.
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1.B.4. Manifestaciones clinicas

1.B.4.1. Primoinfeccién:

La primoinfeccion por VHS-1 es generalmente asintomatica, aunque
puede presentarse como gingivoestomatitis y faringitis especialmente en
nifos menores de 5 afos y ocasionalmente en adultos. El periodo de
incubacién oscila entre 2 y 12 dias, tras el cual aparece fiebre y dolor de
garganta con edema faringeo y eritema. Al poco tiempo, se desarrollan
pequefas vesiculas en la mucosa oral y faringea, que rapidamente se
ulceran y aumentan en numero, generalmente involucrando el paladar
biando, la mucosa bucal, lengua y suelo de la boca. Las encias se presentan
delicadas y sangran facilmente, y las lesiones se puede extender hacia los
labios y resto de mucosa bucal. La fiebre puede estar presente durante
muchos dias y el paciente normalmente se queja de dolor intenso de boca.
El aliento es fétido y hay adenopatia cervical. Teniendo en cuenta la e.dad,
hay que hacer un diagndstico diferencial con faringitis estreptocécica o
diftérica, herpangina, estomatitis aftosa, sindrome de Stevens-Johnson,
enfermedad de Vincent y mononucleosis infecciosa, aunque generalmente
no ofrece problemas diagndsticos en nifios. La enfermedad dura unos 10-
14 dias, tras lo cual cura sin dejar secuelas, aunque la adenopatia cervical
puede persistir varias semanas. Puede producirse una autoinoculacién en

los dedos o en otras localizaciones, especialmente en nifios pequefios '*2.

21



Las infecciones herpéticas oculares estan producidas generalmente
por VHS-1. La primoinfeccion ocular se puede manifestar como conjuntivitis
folicular unilateral con adenopatia regional y/o blefaritis con vesiculas
herpéticas en el borde del parpado. Puede existir fotofobia, quemosis,
lagrimeo excesivo y edema parpebral. Si la infeccién se limita a la
conjuntiva, la curacién ocurre tras 2-3 semanas. Sin embargo, si hay
sintomas y signos de implicacién estromal, la curacién se verd retrasada.

Normalmente la curacion espontdnea de conjuntiva y cérnea es completa

28

Las primoinfecciones genitales por VHS son mas frecuentes en
adolescentes y en adultos jévenes, y normalmente producidas por VHS-2
{en el 70-90% de los casos). El periodo de incubacién es de 2 a 7 dias. En
hombres las lesiones vesiculares aparecen generalmente en el glande o en
el prepucio. En la mujer, las lesiones pueden afectar la vulva, perineo,
gluteos, cérvix y vagina, y generalmente van acompafnadas de exudado
vaginal. Pueden aparecer lesiones extragenitales en el 10-20% de los
pacientes. La primoinfeccién, en ambos sexos, puede presentarse con
fiebre, malestar, anorexia y adenopatia inguinal bilateral. En el hombre las
lesiones vesiculares pueden persistir varios dias, pero en la mujer se ulceran
rapidamente y se recubren por un exudado gris blanquecino. La implicacion
de la uretra puede traer consigo disuria o retencién urinaria. La

radiculomielitis sacra herpética puede acompafiar a ia infeccidn genital y dar
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lugar a retencién urinaria y neuralgias, observandose en algunos de estos
pacientes una pérdida del tono anal y disminucién del reflejo
bulbocavernoso. Las lesiones pueden persistir un tiempo antes de la
curacién total. Una infeccién previa por VHS-1 puede reducir la gravedad
y duracion del cuadro producido por la infeccién por VHS-2. En el
diagnéstico diferencial de herpes genital se deben tener en cuenta otras
enfermedades de transmision sexual como el chancroide o la sifilis,
erosiones secundarias a escoriaciones, manifestaciones genitales del
sindrome de Behcet o de eritema multiforme, y candidosis local *°.
Aungue las primoinfecciones por VHS son generalmente periorales,
oculares o genitales, cualquier otro lugar de la piel es susceptible de ser
infectado. Asi, las primoinfecciones herpéticas pueden ser extensas y
mimetizar al herpes zoster. Primoinfecciones en dedos (panadizo) pueden
ser confundidas con paroniquia piogénica. La primoinfeccion herpética anal
o perianal es més frecuente en homosexuales tanto hombres como mujeres.
El principal sintoma es dolor, picor, tenesmo y exudado. Pueden aparecer
sintomas sistémicos de fiebre, escalofrios, malestar, cefalea, disuria y
parestesias sacras. En el examen, se ven vesiculas y ulceraciones en la
zona perianal y anal, que pueden ser confluentes y resultar en una lesion
ulcerosa grisdcea rodeada por mucosa roja edematosa. Normalmente se
acompafa de adenopatia inguinal. El curso es habitualmente autolimitado,

a menos que ocurran sobreinfecciones bacterianas. Sin embargo, en
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pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida {SIDA), la
proctitis herpética asi como otras manifestaciones cutaneas de infeccidn

por VHS pueden ser prolongadas y progresivas '*'.

1.B.4.2. Infecciones recurrentes:

El herpes labial recurrente estd casi siempre precedido por sintomas
prodrémicos {dolor, quemazén o picor) que duran generalmente menos de
6 horas, pero que en algunos casos pueden durar entre 24 y 48 horas. Las
vesiculas suelen aparecer en el borde externo de los labios y estdn
normalmente acompafadas de dolor. El tamafio de la lesién es
generalmente menor de 10 mm y las lesiones evolucionan de vesicula a
Glcera/costra en 48 horas aproximadamente. Eil dolor suele ser més intenso
en las 24 horas siguientes a la aparicion de vesiculas. La curacion ocurre
.al cabo de unos 8-10 dias. De manera mas rara pueden aparecer
recurrencias en boca, nariz, barbilla o regién perioral ®.

La infeccién ocular puede recurrir como queratitis, blefaritis o
queratoconjuntivitis. La queratitis recurrente es normalmente unilateral, s6lo
en un 2-6% de los casos es bilateral. Se pueden presentar dos tipos de
queratitis: ulceracién dendritica o implicacién del estroma. Las ulceraciones
dendriticas son facilmente detectables por el oftalmélogo con fluoresceina,

normalmente hay pérdida de sensibilidad corneal. La agudeza visual puede
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estar disminuida si las Glceras estan presentes en la porcién pupilar de la
cérnea. La queratitis superficial normalmente se cura, pero nuevas
recurrencias pueden provocar una implicaciéon profunda del estroma vy
uveitis, 1o que puede estar mediado en parte por una reaccion de
hipersensibilidad a antigenos virales o de células alteradas. Con sucesivas
recurrencias se puede producir una pérdida gradual de visién, los brotes
pueden durar hasta meses con la formacién de cicatrices profundas,
estrechamiento de la cdrneay neovascularizacién. Puede llegar a producirse

perdida total de la visién e incluso ruptura del globo ocular '*2.

Las lesiones genitales recurrentes, en ambos sexos, estan
generalmente asociadas con una sintomatologia sistémica menaos intensa
y con una implicacién local menos extensa que en las primoinfecciones.
Normalmente aparece varias horas antes de la recurrencia un prodromos de
malestar en la zona, picor y quemazén. En la mujer las lesiones se localizan
principalmente en los labios menores, labios mayores y perineo ', y en los
hombres en el glande y prepucio. La curacién ocurre en 6-10 dias. La
eliminacion de virus va disminuyendo mas lentamente en la mujer y puede

ocurrir entre dos recurrencias en ambos sexos ®°.

Se pueden desarrollar recurrencias por VHS-1 y VHS-2 en las
extremidades, ocasionalmente asociadas con gran neuralgia, edema local

y linfangitis ®°.
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1.B.4.3. Complicaciones de la infeccién por VHS:

1.B.4.3.A. Encefalitis: la encefalitis por VHS es una complicacion rara de
la infeccién herpética, aunque es una de las infecciones viricas esporadicas
del cerebro mas comunes en Estados Unidos. Su frecuencia estimada es de
1/250 a 1/500.000 por afio. El serotipo normalmente implicado en estos

casos es el VHS-1.

l.a encefalitis herpética puede ocurrir a cualquier edad, en ambos
sexos y en cualquier estacion del afio. El curso clinico puede comenzar de
manera repentina o tras un periodo prodrémico similar a una gripe. Los
sintomas mas habituales son cefalea, fiebre, alteracién del comportamiento,
dificultad de hablar, alteraciones focales y alucinaciones olfatorias. El
liquido cefalorraquideo {LCR) presenta normalmente una pleocitosis con
monocitos y neutréfilos, proteinas ligeramente elevadas y glucosa normal
o ligeramente disminuida. Normalmente no se encuentran virus infecciosos
en el LCR durante la encefalitis infecciosa, siendo una biopsia cerebral la
muestra idénea para el diagnéstico histolégico y microbiolégico. Con el fin
de obtener un diagnéstico rapido, se han usado Gltimamente técnicas de
PCR en LCR de pacientes con encefalitis herpética 8, La encefalitis por VHS
debe ser distinguida de otras encefalitis viricas, meningitis tuberculosa y
fingicas, abscesos cerebrales, accidentes cerebrovasculares y tumores de
cerebro. El curso en un paciente sin tratamiento es un deterioro rapido en

varios dias que progresa hacia coma y finalmente la muerte. La mortalidad

26



en casos demostrados con biopsia no tratados es del 60 al 80%, y menos

de! 10% de pacientes quedan sin ningln tipo de secuela 80,

1.B.4.3.B. Infecciones congénitas y neonatales: la infeccion por VHS del
neonato puede ser desde una infeccidn localizada sin complicaciones hasta
una infeccién diseminada de resultado fatal. La incidencia de infeccion
neonatal por VHS se ha estimado entre 1 cada 200 y 1 cada 10.000
nacidos vivos y es mayor en nifios prematuros que en no prematuros '7'%.
La mayoria de las infecciones provienen de una diseminacién retrégrada del

VHS-2 secundaria a una infeccién genitai materna o bien por el paso del

nifio por el tracto genital materno infectado en el momento del parto **.

La infeccién congénita puede ser reconocida tras el parto por
ictericia, hepatoesplenomegalia, di4tesis sangrante, anormalidades del SNC
como microcefalia o microftalmia, irritabilidad, inestabilidad de temperatura
corporal, coriorretinitis, y vesiculas en la piel. Si no se presentan vesiculas,
la infeccién congénita por VHS puede confundirse con infecciones por
rubeola, CMV o Toxoplasma. Por el contrario, la infeccién neonatal aparece
dias después de! nacimiento y puede mimetizar a la sepsis neonatal. Las
vesiculas pueden o no estar presentes, y la primera anomalia observada
suele ser conjuntivitis. Suele haber sintomas neurolégicos llegandose hasta
letargia y coma. En el LCR se observa un aumento de las proteinas mientras

que la glucosa permanece normal. Algunos nifios se curan sin secuelas,
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pero lo normal es que se desarrollen secuelas significativas, como
encefalitis destructiva o coagulacién intravascular diseminada '°. La
mortalidad en infecciones herpéticas neonatales diseminadas sin
tratamiento es del 85% aproximadamente. La infeccién localizada en piel,
ojos 0 boca no tiene prdcticamente ninguna mortalidad, pero si se
presentan muchas recurrencias en los primeros 6 meses de vida puede ser

sugerente de implicaciones neurolégicas *°.

1.B.4.3.C. Infeccion en el paciente inmunocomprometido: los pacientes
inmunocomprometidos tienen gran riesgo de padecer infecciones graves por

VHS .

Los transplantados renales, cardiacos o de médula dsea excretan
VHS-1 por faringe durante las primeras semanas tras el trasplante.
Normalmente estas infecciones son asintométicas, pero en algunos ¢asos
pueden ser particularmente graves y persistir durante semanas e incluso
meses, afectando los tractos respiratorio o digestivo provocando
traquecbronguitis, neumonia, esofagitis o hepatitis *>°*'?’, Parece que estas
infecciones graves estén relacionadas con la inmunosupresion yatrogenica
a la que estan sometidos estos pacientes. Los pacientes con neoplasias o
con alteraciones timicas son también susceptibles de padecer infecciones

graves por VHS %,
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La infeccion grave por VHS es un hecho importante en pacientes con
SIDA. Se han observado diferentes infecciones por VHS en pacientes
infectados por el VIH, entre las que destacan: dlceras progresivas
perianales, colitis, esofagitis, neumonia y un gran nimero de trastornos
neurolégicos. Ademas, el herpes genital puede ser un factor de riesgo mas
para la adquisicion del VIH. Un hecho importante, especialmente en
pacientes con SIDA, es la aparicién de infecciones por VHS que no remiten
con el tratamiento con aciciovir 2*'32, La importancia de este hecho, que
acaba con el Unico tratamiento eficaz para estas infecciones y que amenaza
con la posibilidad de extenderse en primer lugar a otros inmunodeprimidos
V15 v luego al resto de la poblacién ha sido lo que ha provocado la
realizacién de estudios sobre la sensibilidad de VHS a agentes antivirales

y sobre mecanismos de resistencia, entre los que se encuentra esta tesis.

1.B.4.3.D. Posible asociacién de la infeccién genital por VHS-2 con el
carcinoma cervical: parece que el VHS-2 estd implicado en la formacién de
carcinoma cervical en la mujer. El principal agente infeccioso asociado con
este carcinoma es el papilomavirus humano (PVH), pero existen otros
factores infecciosos como CMV, herpesvirus humano 6, VIH y VHS-2 1949,
Un estudio epidemiolégico reciente sugeria que existia una interaccion
biolégica entre el PVH-16 o PVH-18 y el VHS-2 durante el desarrollo de
carcinoma cervical 7. Existen otros estudios que asocian la infeccion por

31,892,117
r

VHS-2 con el carcinoma cervical en la mujer aunque también
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existen otros que no encuentran dicha asociacion '***7°. A pesar de que los
estudios existentes no son concluyentes en la asociacion de VHS-2 con
carcinoma cervical, existe evidencia de que el VHS-2 tiene el potencial de
comportarse como factor de riesgo asociado para el desarrollo de carcinoma

cervical ¥,
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1.C. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LAS INFECCIONES POR VIRUS

HERPES SIMPLEX

El método estandar para el diagnéstico de laboratorio de las
infecciones por VHS es el aislamiento del virus en cultivo celular. EI VHS
provoca un efecto citopatico (ECP) evidente en numerosas lineas celulares
disponibles. En la mayoria de los cultivos positivos, el ECP aparece entre
24 y 96 horas después de inocular la linea celular. Actuaimente se han
desarrollado métodos de deteccién del crecimiento basados en técnicas
inmunolégicas o de deteccién de ADN con el fin de acortar el tiempo
requerido para detectar la presencia de VHS en la muestra mediante culitivo

celular.

La existencia de VHS en una lesién, se puede poner de manifiesto
examinando los cambios histoquimicos producidos en las células infectadas
o bien visualizando con microscopia electrénica las particulas viricas. Hoy
dfa existen numerosos métodos para detectar antigenos o ADN mediante
anticuerpos monocionales o hibridacion, respectivamente. La sensibilidad
de todos los métodos depende del estado de la lesion (es mayor en lesiones
vesiculares que ulcerativas), de si se trata de una primoinfeccidén o no {mas
sensibles en éstas), o de si la muestra es de un paciente inmunodeprimido

o no (en los pacientes inmunodeprimidos la carga viral es mayor) °.
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El diagnéstico de una primoinfeccién puede establecerse
demostrando una seroconversion o un aumento del titulo de anticuerpos
entre los sueros de la fase aguda y de convalecencia. Sin embargo, se
estima que s6lo en el 5% de los pacientes con herpes mucocutaneos
recurrentes se obtiene un aumento igual o mayor de 4 veces del titulo de

32 por tanto, el

anticuerpos entre las muestras de estas dos fases
diagndstico serolégico tiene poco valor en el caso de los herpes
mucocutaneos recurrentes; actualmente las técnicas serolégicas se utilizan

para identificar pacientes que han padecido una infeccién por VHS en el

pasado °.

Las técnicas para el diagnéstico de infecciones por VHS, se pueden
dividir en tres grandes grupos dependiendo de la forma de abordar este
diagndstico:

1. Examen directo del material de las lesiones herpéticas.
2. Aislamiento e identificacién del virus.

3. Pruebas seroldgicas.

1.C.1. Examen directo del material de las lesiones herpéticas.

1.C.1.1. Microscopia gptica:

Para detectar las células infectadas por virus, se tifen las células

previamente fijadas, con Giemsa o mediante las tinciones de Wright o

32



Papanicolau. Las células infectadas se presentan como células con el

citoplasma hinchado y aparicion de células gigantes multinucleadas.

Estos cambios celulares no son especificos de las infecciones por
VHS, sino que pueden ser inducidos por otros virus de la familia

Herpesviridae, como el VVZ.

Estos métodos de microscopia presentan una sensibilidad de s6lo el
50-70% comparados con el cultivo de virus o con métodos de deteccidn

de antigenos o ADN °.

1.C.1.2. Microscopia electrénica:

Los herpesvirus no presentan problemas de identificacién al
examinarlos con microscopia electrénica. Sin embargo, las técnicas de
microscopfla electrénica presentan muchos inconvenientes, ya que
necesitan mucho tiempo y no son tan sensibles ni especificas como el

aislamiento del virus o la deteccidn de antigenos.

1.C.1.3. Técnicas de inmunoflourescencia:

La técnica mas comdnmente usada para la deteccién directa de VHS

en una muestra es la tincién directa mediante inmunofluorescencia o

33



inmunoperoxidasa “°. Para la obtencién de muestras, se debe exponer la
base de la lesion, frotarla con una torunda de algodén e inmediatamente
hacer una impronta sobre un portaobjetos de cristal. Tras este paso vy
fijacién de la muestra, se realiza la tincién, preferiblemente con anticuerpos
monoclonales. Si se usan como conjugado anticuerpos monoclonales
marcados con fluoresceina (inmunofluorescenciadirecta), la sensibilidad del
método comparada con el cultivo celular, es del 78-889%, con una tasa de
falsos positivos baja 7>12%"*%_ Sin embargo, para garantizar el resultado de
las tinciones directas con anticuerpos monoclonales, se debe tener la
certeza de que la toma ha sido correcta y de que se ha frotado la base de
la lesién con la torunda, ya que si no, pueden aparecer falsos positivos y

falsos negativos *.

Se han usado otros métodos inmunoldgicos para detectar antigeno
de VHS en muestras clinicas, como ELISA, ensayos de inmunoperoxidasa,
hemaglutinacién o ensayos con conjugados de avidina-bictina 1.113,120.139,143
aunque su uso més frecuente es la deteccion del antigeno tras la obtencidn
de un efecto citopatico en cultivo celular. El antigeno viral se puede
concentrar pasando el medio por un filtro 0 con medios de transporte
especiales '2%. La sensibilidad de estos métodos, en comparacién con el

aislamiento de virus en cultivo celular oscila entre el 79 y 85%, con una

especificidad del 65-90%.
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A pesar de la gran cantidad de métodos basados en técnicas
inmunoldgicas disponibles hoy en dia, ninguno de ellos es capaz de detectar
con suficiente sensibilidad y especificidad la eliminacion asintomatica de

VHS 4,120,163-

1.C.2. Aislamiento e identificacion del virus.

El aislamiento del virus en cultivo celular es el método més sensible
para llevar a cabo el diagnéstico de laboratorio de la infeccién por VHS,
asimismo, el tener al agente causal aislado, permite realizar otras pruebas
con el virus, como tipado o determinacién de sensibilidad /n vitro. El VHS
crece y forma un efecto citopatico en una gran variedad de lineas celulares
459 5g ytilizan muy frecuentemente lineas primarias de células embrionarias
humanas y lineas diploides humanas, como la linea celular MRC-5, ya que
estan disponibles comercialmente y también se pueden utilizar para aislar
otros virus. Particularmente sensibles para el aislamiento de VHS son las
lineas primarias de células de rifién de mono, pulmén de visén (mink fung)
y de rabdomiosarcoma 8 Otras lineas celulares en las que también crece
bien son lineas continuas humanas o de primate, como Hep-2 'y Vero, que
aunque se muestran menos sensibles 4 son muy utilizadas ya que son
lineas muy comunes y cémodas de usar. Generalmente se recomienda
inocular la muestra en dos tipos de lineas celulares diferentes con el fin de

minimizar las variaciones de sensibilidad de las lineas celulares ?'. Asi, en

356



el Laboratorio de Virologfa del Servicio de Microbiologia del Hospital General
Universitario "Gregorio Marafién", se inoculan células MRC-5 y Vero para
el aislamiento de VHS. La mayoria de los procedimientos para el cultivo de
VHS implican un periodo de adsorcién de una hora aproximadamente a 36-
37°C antes de cultivarlo con un medio esténdar para el cultivo celular como
es el medio minimo esencial de Earle (EMEM) suplementado con un 2% de
suero bovino fetal, una mezcla de antibiéticos y antifiingicos y un 1% de
glutamina *.

El crecimiento se detecta por la aparicion de focos de células
agrandadas, refractiles en la monocapa. Algunos aislados clinicos pueden
formar sincitios con células gigantes muitinucleadas en algunas lineas
celulares. Todos estos efectos que produce el virus en las células y que
sirven para detectar el crecimiento del virus se denominan de forma

genérica efecto citopético (ECP).

El tiempo que trascurre hasta que se forma un ECP por el VHS es
variable, ya que depende de la concentracién del indculo y del estado de la
linea celular, pero puede aparecer tras 18-24 horas tras la inoculacidn. En

el caso de bajos in6culos de virus, puede tardar entre 4 y 5 dias 21173

Una vez que ha crecido el virus en cultivo celular, hecho puesto de
manifiesto por la aparicién de un ECP, hay que confirmar que gl responsable

del ECP es el VHS y no se trata de otro virus o bien de efectos téxicos
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inespecificos. Actualmente, desde la aparicion de los anticuerpos
monoclonales, esta tarea es sumamente facil, ya que se limita a hacer una
tincion de inmunofluorescencia o de inmunoperoxidasa a células
procedentes de la linea celular infectada #7111, Un sistema mas sofisticado
de identificacion es mediante hibridacion ADN-ADN con un sistema dot-
blot, con sondas de ADN sintético o clonado y especifico para secuencias

especificas de VHS-1 y VHS-2 .

1.C.3. Pruebas seroldgicas.

La utilidad de las pruebas serclégicas en la infeccion por VHS es
limitada y s6lo se usa para determinar el estado inmunitario del paciente o
bien para determinar si el paciente ha sido infectado por el virus en el
pasado. Existen numerosos métodos que detectan con buena sensibilidad
la inmunoglobulina G {IgG) en el suero de pacientes, independientemente
de si han presentado de manera reciente signos de infeccién por VHS. La
mayoria de laboratorios realizan estas pruebas de manera eficaz con
equipos comerciales basados en técnicas de ELISA o de aglutinacién con

latex +447°

Sin embargo, debido a las reacciones cruzadas entre
anticuerpos frente a VHS-1 y VHS-2, es imposible diferenciar entre
infeccién pasada por VHS-1 o por VHS-2 5, Actualmente se han

desarrollado métodos basados en la técnica Western-Blot que tratan de

solventar este problema, ya que las glicoproteinas G (gG) de VHS-1 y de
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VHS-2 presentan diferencias suficientes para ser detectadas con estas

pruebas %%

Las infecciones recurrentes por VHS no siempre se acompanan de un
incremento del titulo de anticuerpos, por lo que no se deben utilizar las
pruebas seroldgicas para diagnosticar infecciones recurrentest por VHS. Sin
embargo, en el caso de la primoinfeccién si pueden tener utilidad, siempre

que se demuestre una seroconversién con un suero anterior 4,

La determinacién de IgM no aumenta la especificidad del diagndstico
serolégico en pacientes con signos clinicos de infeccién por VHS. La
determinacién de IgM anti VHS no puede utilizarse para diferenciar entre
primoinfeccion e infeccién recurrente, ya que a menudo en las recurrencias

hay produccién de IgM anti-VHS *.

La determinacién de IgG en liquido cefalorraquideo como
consecuencia de la produccién intratecal de inmunoglobulinas puede
utilizarse para documentar la presencia de encefalitis por VHS en algunos
pacientes, pero en todo caso habrd que esperar un periodo de 2 a 4

semanas para gue pueda aparecer un resultado positivo 18
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1.C.4. Técnicas moleculares.

Actuaimente, el diagnéstico de las enfermedades infecciosas se esta
viendo revolucionado con la aparicién de multiples técnicas moleculares
aplicadas al diagndstico. Una técnica especialmente til para el diagnostico,
na sélo de las infecciones por VHS, sino de otras muchas infecciones, es
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La caracteristica fundamental
de la PCR es su elevada sensibilidad, lo que hace que, para algunos cuadros
clinicos asociados a infecciones por virus de la familia Herpesviridae sea ia
técnica considerada de referencia, aunque, en general debe usarse con

precaucion y tras agotar las posibilidades de las técnicas convencionales

124

La PCR, en el caso de las infecciones por VHS puede ser de gran
utilidad en el diagndstico de infecciones herpéticas graves principalmente
en pacientes inmunocomprometidos y en neconatos, ya que se aumenta
mucho la sensibilidad frente a las técnicas diagnésticas tradicionales 57, Sin
embargo, para el diagnéstico de infecciones menos graves como las
lesiones dérmicas producidas por VHS no se recomienda usar la PCR como
método diagndéstico, ya que en este caso el cultivo y las técnicas de
deteccién de antigeno ofrecen resultados razonablemente rdpidos y son
més faciles de realizar. La Gnica aplicacién de la PCR para el diagndstico de

infeccion por VHS que estd undnimamente aceptada es en el diagndéstico
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de la encefalitis herpética, en este caso la PCR se muestra claramente mas
sensible que el cultivo debido a que la cantidad de particulas viricas en la
muestra es demasiado pequefia para que pueda ser detectada por el cultivo

tradicional 12%7%2,
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1.D. FARMACOS ANTIHERPETICOS: MECANISMO DE ACCION Y USOS

TERAPEUTICOS

Existen en la actualidad varios farmacos antivirales activos frente al

VHS v otros muchos en diversas fases de investigacion.

Entre los farmacos usados con actividad antiherpética se encuentran
vidarabina, aciclovir, valaciclovir, famciclovir, pencicloviry foscarnet. Todos
ellos, excepto foscarnet {&cido fosfonoférmico), son andlogos de
nucleésidos que interfieren en la sintesis del ADN. Todos pueden usarse por
via parenteral para tratar infecciones sistémicas por VHS o bien por via

topica.

1.D.1. Vidarabina:

La vidarabina {9-8-D-arabinofuranosiladenina, Ara-A o arabindsido de
adenosina) ha demostrado ser activa en la encefalitis herpética y en la
infeccién neonatal por VHS #°. En diversos estudios doble ciego con control
de placebo de tratamiento de encefalitis por VHS, se demostré que una
dosis intravenosa de vidarabina de 156 mg/kg/dia durante 10 dias podia
reducir la mortalidad y la morbilidad de la infeccidn 80.166  También se
mostré eficaz en las infecciones neonatales por VHS 80169 | 3 vidarabina

también es Gtil para tratar por via tépica la queratitis herpética 80,
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El problema que presenta el manejo de la vidarabina son sus grandes
efectos adversos, que son en Su mayor parte efectos neurolégicos:
parestesias, ataxias © convulsiones. Normalmente estos efectos
desaparecen al retirar el tratamiento. La existencia de problemas hepéticos
y/o renales predispone a la aparicién de estos efectos adversos 8 Debido
a estos efectos adversos y a que otros antiherpéticos son mucho menos

t6xicos, la vidarabina practicamente no se usa en Espafia.

1.D.2. Aciclovir:

La aparicién del aciclovir {9-(2-hidroxietoximetil)guanina) significé el
mayor avance en la terapéutica antiherpética '°%. Hoy dia es, con mucho,

el antiherpético més usado.

La infeccién de las células por el VHS provoca la induccion de una
timidinquinasa (TK) virica que fosforila el aciclovir formando aciclovir
monofosfato, gque es posteriormente transformado en aciclovir trifosfato
mediante las quinasas celulares. El aciclovir trifosfato es un potente
inhibidor de la ADN polimerasa y presenta poca toxicidad celular, ya que

requiere la presencia de una timidinguinasa virica #°.

El aciclovir se comercializa en Espafia con 3 formas farmacéuticas:

tépica, intravenosa y oral.
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En el caso del herpes genital, las tres formas tienen utilidad en el
tratamiento del herpes genital primario. La formulacién oral se recomienda
para la mayoria de los casos (200 mg cinco veces al dia durante 10 dias).
E| aciclovir tiene efecto en los brotes de herpes genital recurrente y parece
que tiene eficacia a la hora de evitar futuras recurrencias, por lo que se
recomienda su uso en el tratamiento del herpes genital recurrente en
pacientes inmunocompetentes 80 En pacientes susceptibles de padecer
infecciones graves y frecuentes, el tratamiento e incluso una profilaxis con
aciclovir sf estarian indicados. Respecto a la seguridad del tratamiento, en
diversos estudios, se ha demostrado que el aciclovir es seguro y eficaz

incluso tras tratamientos tan prolongados como de 1 afio %

Se puede seguir eliminando VHS, a pesar de que haya una mejoria

clinica por el tratamiento con aciclovir 80,

El uso de aciclovir en las infecciones orolabiales por VHS ha sido
menos estudiado. En el caso de herpes labiales recurrentes, parece que solo
es efectivo e! tratamiento si se instaura en la fase prodrémica de la

infeccién, y no puede ser recomendado de manera general 80.148,

En el caso de pacientes inmunocomprometidos, el aciclovir es atil
como tratamiento y como método de supresion de lesiones por VHS

mucocutaneo recurrente 721, En el caso de episodios agudos, el
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tratamiento con aciclovir reduce le eliminacién de virus 162 |os sintomas
locaies (dolor, etc) y el tiempo de curacién. El aciclovir también es (til para
prevenir las recurrencias herpéticas en pacientes inmunocomprometidos,
incluyendo 108 transplantados, leucémicos con quimioterapia y pacientes

con SIDA 80750,

El aciclovir parenteral se recomienda en infecciones diseminadas 0
del sistema nervioso central. En diversos estudios se ha demostrado
superior a la vidarabina, tanto en reducir la mortalidad como en la menor

aparicion de efectos adversos 80,165

Debido a la baja biodisponibilidad del aciclovir oral, se ha desarrollado

un éster de! aciclovir, denominado valaciclovir 83112138,

gque mejora
sustancialmente la biodisponibilidad oral del farmaco. Existen en estudio
diversas modificaciones en la forma farmacéutica del aciclovir para

conseguir el mismo efecto y mejorar su biodisponibilidad y liberacién.

El aciclovir tiene una toxicidad aguda pequefa. Raramente se ha
descrito  neurotoxicidad  (desorientacion, alucinaciones, ataxia Yy
convulsiones) y disfuncién renal reversible, especiaimente tras una infusion

répida en bolo.

Un problema que va cobrando importancia y que es objeto de esta

44



tesis es la aparicién de cepas de VHS resistentes a aciclovir,
particularmente en tratamientos  crénicos  ''® y en pacientes
inmunocomprometidos 2*2%8%1%2, Los mecanismos por los que se pueden
desarrollar resistencias a antivirales se discutirdn mas adelante, pero se
puede adelantar que en el caso de resistencias a analogos de nucledsidos,
el mecanismo mas frecuente es por |a aparicién de una timidin guinasa con
afinidad alterada (TK-). Las cepas resistentes a aciclovir estan asociandose
cada vez mas con infeccién progresiva, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos, y es posible que esta resistencia se transforme en

un gran problema en ios préximos afios 80 En estos casos el tratamiento de

eleccidn es el foscarnet.

1.D.3. Penciclovir/Famciclovir:

Recientemente ha aparecido en el mercado el famciclovir {deacetil-
deoxi-penciclovir}, profarmaco oral del penciclovir (9-(4-hidroxi-3-
hidroximetil-1-ilyguanina), con indicacién en el tratamiento del zdster; pero
es un farmaco también activo frente a infecciones por VHS y con actividad

in vitro frente al virus de la hepatitis B 13,14,47,63.103,126.129.144.158

El mecanismo de accién es similar al del aciclovir. Una vez absorbido,

el famciclovir se transforma en penciclovir mediante oxidaciones vy

181

desacetilaciones sucesivas El penciclovir penetra en las células
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infectadas, donde sufre una primera fosforilacién por la timidin guinasa
virica, transforméndose en penciclovir monofosfato, que es el sustrato de
las gquinasas celulares que o transforman en penciclovir trifosfasto. El
penciclovir trifosfato es el compuesto verdaderamente activo y actta como
analogo de la guanina, incorporandose al ADN e impidiendo l1a replicacién
correcta del ADN virico. Es en la fase de fosforilacién donde el penciclovir
parece mostrarse mejor que el aciclovir, ya que lo hace mas rapido, ademas
se absorbe mejor en la célula infectada '®°.

Tanto el famciclovir como el penciclovir no ofrecen ventajas frente
al aciclovir en el tratamiento de las infecciones por VHS resistentes ya que
&stos se muestran resistentes frente a cualquier analogo de nucledsido que

requiera ser fosforilado por la timidin quinasa virica.

1.D.4. Foscarnet:

El foscarnet (fosfonoformato trisédico) se sintetizé en 1 924, pero no
se demostré su actividad antiherpética hasta 1978 por Helgstrand ®7. En su
forma acida (acido fosfonoférmico) es inestable, por lo que se usa su forma

de sal trisédica.

Se trata del Unico antiherpético que no es un analogo de nucledsidos,
sino que es un andlogo del pirofosfato. Una vez ha penetrado en la célula

infectada, no precisa fosforilarse, sino que se une a la ADN polimerasa
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{ADNpol} virica e impide que Pprogrese la incorporacién de nuevos
nuclegtidos. Su mecanismo de accion hace que sea el farmaco de eleccion
para tratar infecciones por VHS resistentes a aciclovir %, ya que norequiere
de la actuacién de la TK, enzima que est4 alterada o ausente en los
mutantes resistentes a aciclovir. Dado que la ADNpol es una enzima
esencial para el virus, la seleccién de mutantes viables resistentes a
foscarnet es dificil ®7.

El foscarnet se introdujo en el arsenal terapéutico para el tratamiento
de las infecciones por CMV, pero puede ser muy atil en el tratamiento de

infecciones por VVZ y VHS resistentes a aciclovir.

El mayor inconveniente del foscarnet es su faita de absorcién oral,
lo que obliga a administrarlo via intravenosa, y la alta toxicidad , sobre todo
a nivel renal, del metabolismo del Ca®* y del Mg®*, asi como la formacién
de ulceras genitales yatrogénicas. Esto hace que se use en casos muy
restringidos. Actualmente se estd estudiando la posible mejora de estos
inconvenientes mediante manipulacién galénica del foscarnet, como por
ejemplo el uso de foscarnet liposomal, que permite administrar una dosis
mayor, evitar en gran medida la toxicidad ya gue se libera poco a poco, Yy
aumentar su semivida en plasma ', asf como formulaciones en crema para

uso tépico ',
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1.D.5. Otros antiherpéticos:

Existen otros farmacos y sustancias naturales con actividad
antiherpética en diferentes fases de investigacion
2,26,37,45,52,60,66,82,84.98,104,148.171  Toqgs aportan ventajas respecto al espegtro
de accién, a la farmacocinética o a la toxicidad. Sin embargo, al ser la
mayoria anédlogos de nucleétidos que requieren ser fosforilados por la
timidin quinasa virica, no son activos frente a los VHS resistentes a
aciclovir. Dentro de éstos, destacan por su avanzado estado de
investigacion los siguientes °’:

- Sorivudina {bravavir, BVaraU}: sin actividad frente a VHS-1 pero activo
frente a VHS-2 y VVZ.

_ Brivudina: con actividad frente a VHS y VVZ.

-HPMPC, (S)—1-[3-hidroxi-2—(fosfonilmetoxi)propil]—citosina: es un analogo
de nucledsidos que no requiere fosforilacion, y es activo frente a CMV, VVZ
y VHS linclufdos los resistentes a agiclovir) 95.145. nresenta el problema de
que es excesivamente toXico para su administracidon sistémica {parenteral

u oral), y, ademds ya se han comenzado a describir resistencias basadas en

mutaciones a nivel de la ADN pofimerasa °.

48



1.E. MECANISMO DE RESISTENCIA DEL VHS A ANTIVIRALES

Como se ha indicado anteriormente, la presencia de virus herpes
simplex resistentes a farmacos antivirales es un problema que

potencialmente puede traer grandes problemas de tratamiento en el futuro.

En 1989, en una editorial de la revista The New England Journal of
Medicine se hacia ya hincapié sobre la importancia y las implicaciones que
podian tener las infecciones causadas por herpesvirus resistentes a
antivirales en pacientes con SIDA ®'. No obstante, ia existencia de virus
herpes simplex mutantes resistentes a antivirales era ya un hecho conocido,
ya que su seleccién en cultivos celulares no era dificil **. Es mds, ya se
habian aislado cepas clinicas de VHS resistentes a aciclovir 38,3123 Estas
infecciones por VHS resistentes a aciclovir no estaban relacionadas con
infeccién progresiva en pacientes inmunocompetentes, sin embargo, en
pacientes inmunocomprometidos si que se asociaron a enfermedad
progresiva 2+%°617%% La importancia de estos aislados ha ido en aumento
segun ha aumentado la poblacién inmunocomprometida, especialmente los

pacientes con SIDA 7.

Como se ha visto anteriormente, los farmacos antivirales actualmente
disponibles se pueden dividir en dos categorias: la primera categoria estaria

compuesta por anélogos de nucledsidos {aciclovir, penciclovir, vidarabina},
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que requieren ser fosforilados en primer lugar por la timidin quinasa virica
y posteriormente por las quinasas celulares hasta su respectivo derivado
trifosfato, y entonces actian como inhibidores de la sintesis del ADN al
actuar sobre la ADNpol. La segunda categoria de antivirales estaria
compuesta por inhibidores directos de la ADNpo! y su Unico representante
hasta el momento es el foscarnet. Segun esto, caben dos mecanismos de
resistencia que afectan de manera diferente a los farmacos incluidos en los
dos grupos. Asi, alteraciones en la TK virica suponen que e! VHS se hace
resistente a los antivirales de la primera categorfa, y una alteracion en la

ADNpol supone en principio resistencia a las dos categorias de antivirales.

1.E.1. Resistencia debida a timidin quinasa (TK) alterada o deficiente:

La resistencia por fallos en la fosforilacion del agente antiviral se
debe en la mayoria de las veces a mutantes que expresan niveles pequenos
de TK o bien expresan una TK no funcional (TK-} por mutaciones puntuales
61.68.122 También se han descrito mutantes en los que la enzima es capaz
de fosforilar a la timidina, su sustrato fisioldgico, pero no al aciclovir 224253,
La existencia de estos mutantes con la TK alterada sugiere que si hubiera
un conocimiento mayor de la estructura del dominio enziméatico de la TK se
podrian disefar agentes antivirales mas efectivos. Sin embargo, se han

hecho pocos estudios genéticos para estudiar la estructura del dominio

activo de la TK de VHS. En 1986, Darby vy cols. 41 postularon un modelo
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basandose en las caracterfsticas fenotipicas de estos mutantes. Segun este
modelo, actian tres regiones de manera compenetrada. Estas regiones son
un bolsillo de unién de nucledtidos, un lugar de unién de ATP y un lugar de
unién de la timidina. A medida que se vayan estudiando mas estos
mutantes se entenderd mejor la estructura del centro con actividad

catalitica de la enzima, gque hoy dia no estd del todo esclarecida.

En los pacientes inmunocompetentes, la presencia de aislados de
VHS resistentes a aciclovir no se ha relacionado con enfermedad
progresiva, sin embargo, en los pacientes inmunocomprometidos si que se

ha relacionado 24255481,

Debido a que el problema de las infecciones por VHS resistentes a
aciclovir sigue aumentando, esencialmente en los pacientes infectados por
el VIH, y a que la mayoria de estos aislados son deficientes en TK, se ha
prestado mayor atencion al establecimiento de tratamientos alternativos al
aciclovir. Asi, los aislados resistentes a aciclovir por este mecanismo, lo son
también a penciclovir y a ganciclovir {(farmaco cuya principal indicacion
terapéutica es frente a las infecciones por citomegalovirus), pero se
muestran sensibles in vitro frente a vidarabina y a foscarnet. Sin embargo,
sélo se muestra eficaz in vivo el foscarnet. Esto se justifica por el
mecanismo de accién del foscarnet, que inhibe directamente la ADNpol, sin

tener que sufrir ninguna fosforilacion previa por la TK virica ®"%".
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1.E.2. Resistencia debida a ADN polimerasa alterada:

Hasta 1989 sélo se obtenian cepas de mutantes de VHS resistentes
a antivirales por este mecanismo en el laboratorio, vy se utilizaban para
estudios de estructura-actividad de [os dominios del gen de [a polimerasa
62, El verdadero interés por estos mutantes surgié cuando se comenzaron

27.83130.137 | ags mutaciones en la

a obtener a partir de aisladas clinicos
ADNpol afectan a la actividad tanto de anélogos de nucledtidos como al
foscarnet, ya que es ésta enzima ia diana ditima de todos tos antiherpéticos
utilizados hoy dia. Hasta ahora, los aislados de VHS con ADNpol mutada

son poco frecuentes, pero es esperable un aumento de los mismos por

seleccion 7.

Las ADN polimerasas de VHS-1 y VHS-2 son enzimas
multifuncionales de 1235 y 1240 aminoé&cidos respectivamente, con
funciones principaimente de exonucieasa y de desoxirribonucledtido
polimerizante. La ADNpol de VHS pertenece a una gran familia de alfa-
polimerasas y tiene 6 regiones con secuencias relativamente conservadas
que supuestamente son las responsables de la funcién polimerizadora. Las
regiones se numeran de | a Vil segun el grado de conservacion, siendo la
I la regién mas bacteriéfagos hasta en mamiferos, indicando que estas
regiones estan implicadas en las funciones cataliticas mas esenciales. En

un mapa lineal de la ADNpol, como se refleja en la figura 1, éstas regiones
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FIGURA 1: CONFIGURACION LINEAL N-TERMINAL A C-TERMINAL
DE LA ADNpol DEL VHS 1*

DOMINIO CATALITICO PROPUESTO

B
437- 577- 694-  772-  805- 881- 938- 949-
479 637 736 791 845 896 946 963 xam%i%g%
v A I vi i I Vil V
v,  H B W EE 1 | oo 1zme
R MUTACIONES QUE
, i | H% 1 * ALTERAN LA
o L SENSIBILIDAD A
ANTIVIRALES

LAS REGIONES CONSERVADAS SE REPRESENTAN POR LAS CAJAS (I-lll Y A). LOS
MUTANTES DE AISLADOS CLINICOS Y DE LABORATORIO SE INDICAN MEDIANTE LINEAS

VERTICALES.



estan ordenadas desde el extremo N terminal como IV, ll, VI, Il I, VIl y V
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Observando la frecuencia de mutaciones en aislados resistentes con
ADNpol mutada y viendo su posicién, se ha podido llegar a deducir regiones
funcionales de la enzima (ver figura 1}. Asi, las mutaciones que implican
resistencia a analogos de nucledsidos como aciclovir, penciclovir o
ganciclovir, deben afectar a zonas de la enzima que son importantes para
el reconocimiento del nucledsido trifosfato, mientas que mutaciones que
impliguen sdélo resistencia a andlogos del pirofosfato, como el foscarnet,
implicarian a zonas importantes para el reconocimiento del pirofosfato.
Estas mutaciones que afectan a la sensibilidad tanto a analogos de
nucledsidos como a foscarnet se han localizado principalmente en las
regiones i, Il y lll asi como en la regién denominada A; ésta es una regién
relativamente no conservada localizada entre las regiones IV y 1l 83100191,
El conocimiento profundo de estas alteraciones que provocan la aparicion
de resistencias es importante para poder estudiar nuevos inhibidores de la

ADNpol activos frente a mutantes resistentes a aciclovir.
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1.F. METODOS PARA LA DETERMINACION /N VITRO DE LA

SENSIBILIDAD DE VHS A ANTIVIRALES

Debido a que las cepas de VHS mutantes resistentes a farmacos
antivirales van cobrando cada vez mds importancia clinica tanto por su
ndmero como su asociacion cada vez mas clara con enfermedades
progresivas 385359.61.81.102130.155 15 qeterminacién de la sensibilidad in vitro
de aislados clinicos de VHS puede estar indicada en determinadas
situaciones. El empeoramientc de las lesiones producidas por una infeccion
por VHS, en tratamiento con aciclovir, puede hacer pensar que se trata de
una cepa resistente a este antiviral. Hoy dia existe tratamiento alternativo
{foscarnet) '°?, por lo que la realizacion de técnicas destinadas a conocer
la sensibilidad in vitro de VHS estaria justificada ya que pueden influir en
un cambio en el manejo terapéutico del paciente con infeccién por VHS.
También puede ocurrir lo contrario, y €s que se trate de una infeccion por
VHS que recurra muy a menudo, pero que se demuestre que es sensible a
aciclovir, entonces, en este caso, el cambio de tratamiento a foscarnet no
estaria justificado, ya que el aciclovir es activo frente a estos aislados y

ademads presenta una toxicidad mucho menor que el foscarnet s

Lo primero que hay que hacer para estudiar los principales métodos
existentes para la determinacion de la sensibilidad in vitro a antivirales es

definir lo que es resistencia a antivirales. Esta es un descenso en la
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sensibilidad a un agente antiviral que puede determinarse claramente
mediante pruebas in vitro y que puede ser confirmado mediante andlisis
genético del virus o mediante estudios bioguimicos de las enzimas
alteradas. La resistencia in vitro debe ser distinguida de la resistencia
clinica, en la que la infeccién no cura con el tratamiento adecuado. Los
fracasos terapéuticos pueden ser debidos o no a la presencia de cepas
resistentes a antivirales in vitro, ya que dependen de otros factores como
son el estado inmunitario del paciente y la farmacocinética del farmaco.
Estos factores, y probablemente otros, hacen que a pesar de que una cepa
de VHS se muestre como sensible in vitro a aciclovir u otro antiviral,
aparezca una mala respuesta al tratamiento '°°. Sin embargo, la resistencia
in vitro se ha correlacionado bien con la resistencia clinica; por ejemplo,
existen estudios que demuestran que en pacientes infectados por el VIH
con infecciones por VHS refractarias a aciclovir, los aislados de VHS de sus
lesiones eran frecuentemente deficientes en TK y mostraban una

concentracién inhibitoria 50 {Cly,) de aciclovir mayor de 2 ug/ml °47%,

Al contrario que en los métodos para determinar la sensibilidad de
bacterias a antibidticos, en el caso de la determinacion de sensibilidad a
antivirales no existe ningdn método estandar establecido. Si se estudia el
mismo aislado de virus, en este caso de VHS, se pueden obtener resultados
muy diferentes dependiendo de la linea celular utilizada, el titulo del indculo

utilizado {asf, un in6culo muy alto puede hacer gque un aislado sensible
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aparezca como resistente y uninéculo demasiado pequefio puede hacer que
un aislado resistente aparezca sensible) y del método utilizado ***°.Por
ejemplo el método de absorcién de colorante {dye uptake -DU-} para
determinar la sensibilidad in vitro de VHS brinda Clg, mayores que el ensayo
de reduccion de placas (ERP) ', La Cl;, se define como la concentracion
de antiviral capaz de inhibir al 50% la cantidad de virus presente en el
indculo. Son sindnimos de la Clg,, la dosis inhibitoria 50 (Dige) v la dosis
efectiva 50 (DE;,). Los resultados de la sensibilidad se expresan
normaimente como Cl,,, debido a que el punto del 50% presenta una
mayor precision matematica que los puntos 90 y 99% (Clge y Clgg}. Las Clgg
parece que se correlacionan mejor con la clinica, pero son menos precisas
y reproducibles que las Clg,, por lo que generaimente se recomienda el uso

de la Clg, "°°.

Otra variable critica es la heterogeneicidad dentro de un "aislado" de
virus, Un aislado realmente representa una mezcla de virus con fenotipos
sensibles y resistentes a antivirales "*'%. Una poblacién de virus que nunca
haya estado en contacto con antivirales es predominantemente sensible a
antivirales, estando presentes en bajo nimero los virus resistentes. Esto
hace que en pacientes inmunocomprometidos, que estadn sometidos a una
gran presion antiviral selectiva continua, puedan seleccionarse virus
resistentes, vy su presencia se suele correlacionar con infeccion virica

prOgreSiva 10,23,54,133,134,1356
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Qtra variable importante es la localizacion genética de la mutacion
que confiere resistencia a antivirales. Por ejemplo, generalmente, las
mutaciones en ia ADNpol de VHS confieren menores aumentos de Cls, que
las mutaciones en la TK, de tal forma que las primeras pueden pasar

desapercibidas en una poblacién de virus mixta '*°.

Todos estos problemas se pueden solventar en mayor ¢ menor grado
estandarizando todos los factores. Ademas, ya que actualmente existen
tratamientos alternativos para las infecciones por VHS resistentes a
aciclovir {foscarnet) y probablemente se desarrollen nuevos tratamientos,
va cobrando cada vez méas importancia la determinacidn de sensibilidad de
VHS (y de otros virus), asi como la optimizacidon de métodos réapidos vy

sencillos para la deteccién de virus resistentes a antivirales '°°.

Actualmente existen varios métodos desarrollados para la
determinacién de sensibilidad a antivirales. Dos de ellos son los
recomendados por la Sociedad Americana de Microbiologia {American
Society for Microbiology -ASM-) para el VHS "®*: el ensayo de reduccion de
placas (ERP) y el método de hibridacién de ADN Hibriwix®. Ademads, existen
otros métodos desarrollados para el VHS, como el de absorcion de
colorante (DU}, y varios métodos rapidos basados en el ERP **%°, El ensayo
de reduccion de placas y otro método rapido basado en el ERP ({llamado en

este trabajo método de despistaje) son los métodos utilizados en este
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estudio para determinar la sensibilidad de los aislados clinicos de VHS, por
lo que se describiran detalladamente en el capitulo de material y métodos.
Existen, ademds otros ensayos basados en el estudio de la capacidad de
fosforilacién de productos como el aciclovir por parte de cepas de VHS
aisladas de un cultivo tradicional, por métodos radiactivos, en un medio
celular carente de TK {células 143 B); también se puede estudiar la cinética
de la TK en sobrenadantes de aislados virales crecidos en monocapas de
células 143 B con un sustrato radiactivo a fosforilar. En estos dos casos el
inconveniente principal es la utilizacién de material radiactivo, lo que limita

en cierta medida su uso %%

A continuacidén se describen los principios de los métodos mas

importantes:

1.F.1. Ensayo de reduccién de placas (ERP):

El ERP es considerado cldsicamente el estandar para determinacion
de sensibilidad a antivirales, y frente al que se compara cualquier nuevo
método '®°. El principio del ERP es la inhibicion de la formacién de placas
virales en un cultivo celular en presencia de diferentes concentraciones de
farmaco antiviral. Et ERP es un método tedioso que consume gran cantidad
de reactivos, en comparacion con otros métodos. Antes de realizar el ERP

hay que hacer una titulacion del inéculo de VHS para posteriormente
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ajustarto a 200-400 unidades formadoras de placa (UFP) por mililitro. Este
método sirve para determinar la sensibilidad de VHS, CMV y VVZ frente a

antivirales '%41%%

Existen varios métodos rapidos basados en el ERP, uno de ellos es
el utilizado en este trabajo. Este método de despistaje consiste en enfrentar
los inéculos desconocidos de virus a las concentraciones de corte de los
antivirales estudiados y realizar una titulacién con y sin antiviral. Si se
observa que el VHS se inhibe con antiviral, se trata de un aislado sensible,
mientras que si no se inhibe (el titulo es igual sin y con antiviral}, se trata

de un aislado resistente 196124,

Tanto este método de screening como el ERP se describen con

detalle en el capitulo de material y métodos.

1.F.2. Método de absorcion de colorante (dye uptake-DU-):

El método de DU se ha utilizado mucho para determinar la
sensibilidad de VHS 7®7%°, Este método se basa en la absorcién preferente
de un colorante vital {rojo neutro) por las células viables en comparacion
con las células no viables. La capacidad litica del VHS se mide por la
diferente cantidad de colorante fijado en las células infectadas y las no

infectadas. El colorante fijado por las células se elimina con metanol y se
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mide por colorimetria. La concentraciéon de antiviral capaz de inhibir la

capacidad litica del in6culo de VHS al 50% es la Clg, '*°.

El método de DU proporciona una Clgy entre 3 y 5 veces mayores
que el ERP. Estas diferencias se pueden deber al mayor inéculo utilizado en
el método de DU (500 UFP/mI}. En el método de DU, se considera una cepa
de VHS resistente a aciclovir si la Clg, es mayor de 3 yg/ml. La principal
ventaja de este método es que se puede semiautomatizar, pero presenta
serios inconvenientes, como los problemas por sobrecrecimiento de las
células y precipitacion del colorante, asi como que el material para su

semiautomatizacién es relativamente caro 8.

1.F.3. Método de hibridacion de ADN Hybriwix®:

Existen equipos comerciales de hibridacion ADN-ADN (Hybriwix®
Probe Systems) capaces de cuantificar los ADN de VHS, CMV y VVZ en
presencia de diferentes concentraciones de antivirales. Cada equipo
contiene placas de cultivo celular, medio de mantenimiento, reactivo de
lisis, filtros de nylon cargados negativamente (wicks), sonda marcada con
28] golucidn de hibridacién, reactivo de lavado y filtros control negativos
y positivos. La infeccién de la monocapa celular e incubacidn se realiza de
la misma manera que en los demas métodos. Después del tiempo adecuado

de incubacién, se lisan las células y se desnaturaliza el ADN por la adicion
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del reactivo de lisis. Se colocan los filtros de nylon verticalmente en cada
pocillo y los lisados se transfieren por capilaridad a los filtros. Una vez
secos, se colocan los filtros en un vial con sondas marcadas con '?°l.
Después de una reaccién de hibridacién de 2 horas, los filtros se lavan y se
dejan secar. La radiactividad se cuantifica en un contador gamma. La
concentracién que causa una reduccién del 50% en las lecturas del
contador gamma comparadas con la lectura de los controles de virus sin
antiviral es la Clg,. El tiempo total del proceso desde la hibridacion es de
aproximadamente 4 horas. Este método se ha demostrado efectivo para

54,133,135,156

detectar VHS y VVZ resistentes a aciclovir , asi como para

detectar CMV resistentes a ganciclovir *°'%9.

En el desarrollo de métodos de determinacién de sensibilidad a
antivirales clinicamente relevantes gueda mucho que hacer. En primer lugar
hay que estandarizar los métodos existentes y llegar a un consenso
respecto a la linea celular a utilizar, el indculo necesario, los criterios de
determinacién de puntos de corte, asi como de las cepas control a utilizar.
Ademas, mientras las cepas de virus resistentes (no sélo VHS) sigan
apareciendo cada vez con mayor frecuencia, se hard cada vez mas
necesaria la determinacion de sensibilidad /n vitro a antivirales, asi como
el estudio in vitro de combinaciones de antivirales para determinar

sinergismos o antagonismos '°°.
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1.G. ALGUNAS CARENCIAS DE LA LITERATURA CIENTIFICA SOBRE VHS

A pesar de que las infecciones por VHS se conocen desde hace
siglos y de que son infecciones muy frecuentes, tras realizar diversas
busquedas bibliogréficas electrénicas, no hemos encontrado ningun estudio
nacional ni extranjero que ponga de manifiesto la carga de trabajo que
soporta un laboratorio de microbiologia de un hospital general con el fin de
diagnosticar las infecciones por VHS. De igual manera, no hemos
encontrado informacién sobre la evolucién de los aislados de VHS en
funcién del tiempo y de los ingrescs hospitalarios, de manera que
actualmente se desconoce si estas infecciones han aumentado en nimero

o si, por el contrario, han disminuido 0 se mantienen estables.

Respecto a los estudios de sensibilidad de los VHS a antivirales, a
pesar de la gran cantidad de comunicaciones cientificas sobre VHS
resistentes a antivirales que hacen pensar que no se trata ya de problemas
puntuales y ajenos a la realidad hospitalaria, no conocemos ningln estudio
de sensibilidad global en el que se incluyan, de manera sistemética todos
los aislados de VHS sin hacer ninguna seleccion previa respecto a los
grupos de pacientes. Esto es debido, quizés, a que los métodos de estudio
de sensibilidad a antivirales son muy laboriosos, poco reproducibles y poco
rentables en funcién esfuerzo/tiempo. Esto es o que ha motivado uno de

los objetivos de este trabajo, que es poner a punto un método rapido vy
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sencillo de deteccién de VHS resistentes a antivirales que sea factible para
laboratorios hospitalarics, de manera gque se pueda realizar como una

técnica mds en el laboratorio de virologia clinica de un hospital general.

Una vez conocida la tasa de VHS resistentes, la pregunta logica es
ise comportan estos VHS igual que los sensibles o no?. Buscando
respuestas, se ve que existe una falta de informacién precisa y clara,
especialmente en el caso de los hospitales esparioles, sobre cual es la
situaciéon de las infecciones por VHS resistentes a antivirales, si se
comportan igual que las sensibles, si existe algun factor de riesgo que
pueda hacer pensar en una infeccién de este tipo, si evolucionan de igual

manera, etc.

Con el fin de cubrir estas carencias nos hemos marcado los

siguientes objetivos:
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2. OBJETIVOS



1.- Poner en perspectiva la carga de trabajo necesaria para el aislamiento de
VHS en el contexto del trabajo global de un servicio de microbiclogia de un

hospital general.

2.- Determinar la incidencia y evolucién en el tiempo de la infeccién por VHS
en referencia al nimero de ingresos de un hospital general y al namero de

muestras del servicio de microbiologia.

3.- Desarrollar y evaluar un procedimiento simplificado para la determinacion
de sensibilidad de aislados de VHS frente a antiviraies de uso comun, que

pueda permitir su uso rutinario.

4.- Estudio de las resistencias a antivirales de los aislados de VHS de un

hospital general espaniol.
5.- Estudio de las caracteristicas clinicas de los pacientes con infecciones por

VHS resistentes a antivirales y establecimiento de posibles factores de riesgo

que puedan predecir la aparicién de resistencias en VHS,
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3. MATERIAL Y METODOS



3.1. CARACTERISTICAS DEL HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO

"GREGORIQ MARANON"

El estudio que se presenta ha sido realizado en el Hospital General
Universitario "Gregorio Marafion™ (HGUGM), centro sanitario docente y de
referencia adscrito a la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense
de Madrid y que depende administrativamente de la Consejeria de Sanidad
y Bienestar Social de la Comunidad Auténoma de Madrid. Esta dotado de
2.000 camas y presta cobertura asistencial aproximadamente a 650.000
personas. Esta cobertura comprende pacientes del area 1 de la Seguridad
Social, enfermos sin recursos econémicos {antigua Beneficencia Plblica} y

pacientes procedentes del Hospital General Penitenciario.

El HGUGM es un hospital general que cuenta con servicios generales
y unidades de alta especializacion. Presta asistencia sanitaria de primer
nivel a través de su servicio de Urgencias, actia como centro de referencia
de segundo nivel a través de las consultas ambulatorias divididas por
especialidades y es centro de referencia de tercer nivel a través de los

servicios médicos y quirdrgicos.

Los servicios de Ginecologia y Obstetricia, Pediatria y Puericultura y
algunos servicios de apoyo de éstos estén separados fisicamente del

conjunto hospitalario y dotados de autonomia funcional.
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El Laboratorio de Microbiclogia es Unico para el conjunto y procesa
anualmente un numero de muestras cercano a 200.000. Esta integrado por
14 4reas de trabajo, todas ellas informatizadas y dotadas adecuadamente
desde el punto de vista tecnolégico. A su vez, el Servicio asume la
direccién de la Unidad de Enfermedades infecciosas que consta de varias
consultas externas, una unidad de hospitalizaciéon y un hospital de dia, en
todas ellas se atiende a pacientes con afecciones de infectologia general,
pacientes infectados por el virus de inmunodeficiencia adquidida (VIH),
afectados por el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA} vy
enfermedades de transmisién sexual (ETS). Los componentes del Servicio
realizan, ademads, una labor de asesoramiento clinico-terapéutico mediante

consultas interdepartamentales.

3.2. MECANICA DE TRABAJO

Se estudid la sensibilidad in vitro de todas las cepas de VHS aisladas
en el Laboratorio de Virus del Servicio de Microbiologia y Enfermedades
Infecciosas del Hospital General Universitario "Gregorio Marafién” desde
que comenzd la labor del Laboratorio de Virus (septiembre de 1331) hasta
diciembre de 1995. Han sido excluidas del estudio las muestras de un
mismo origen pertenecientes a un solo paciente aisladas en un intervalo
inferior a 8 dias, con el propdsito de obtener una mayor representatividad

en los resultados.
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Los datos del estudio de la carga de trabajo se han obtenido de la

estadistica anual del Servicio de Microbiologia del HGUGM.

El estudio microbiolégico incluye el aislamiento de las cepas de virus
herpes simplex, realizado de forma rutinaria por el laboratorio de virus,
tipado de los VHS que no lo fueron en el momento de su aislamiento, y la
determinacién de sensibilidad a antivirales mediante dos técnicas diferentes,
con el fin de comprobar la correlacion existente entre ellas. Estas técnicas
han sido el ensayo de reduccién de placas, método tradicionalmente
considerado estandar y con el que se debe comparar cualquier otro '°%; y
un método de deteccion rapida de resistencias de VHS a antivirales basado
en el anterior. En el caso de aislados resistentes Gnicamente a penciclovir,
se repitié la determinacién de la sensibilidad utilizando células MRC-5 para
ver si verdaderamente esos resultados estaban influenciados por el tipo de
células **. En todos los casos se utilizaron como cepas control una cepa
sensible, otra con una mutacién a nivel de la TK {resistente a aciclovir) y
otra con una mutacién a nivel de la ADNpol (resistente a aciclovir y
foscarnet), todas ellas cedidas por el Dr. Antonio Tenorio, del Centro
Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias, Instituto de
Salud Carlos lli. El ensayo de reduccién de placas se ha elegido por ser el
método de referencia, mientras que el método rapido escogido es el
utilizado en el Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunoclogia

Sanitarias del Instituto de Salud Carlos lll. Los protocolos utilizados para
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cada método se exponen detalladamente mas adelante.

Los farmacos antivirales estudiados fueron los siguientes: aciclovir
{Glaxo-Welcome, Madrid), penciclovir {SmithKline Beecham, Madrid) y

foscarnet o acido fosfonoférmico (Sigma, Madrid).

Para la comparacién de métodos, se estudiaron 84 cepas por ambos
métodos {ensayo de reduccién de placas y método de deteccién rapida de
resistencias). Una vez comprobada la buena correlacién entre ambos
métodos, se continud estudiando la sensibilidad de las cepas con el método
de deteccién rapida de resistencias a antivirales. Todas las cepas

resistentes a algun antiviral fueron examinadas por los dos métodos.

Todos los datos quedaron archivados en la base de datos informatica

Microsoft Access® del Laboratorio de Virologia.

Para realizar ambas técnicas se utilizaron células Vero (células de
rifidn de mono verde africano) o en su caso células MRC-5 (células de
pulmén de feto humano) mantenidas en frascos para cultivo celular de 75
cm? {Nunc, Dinamarca), las cuales se sembraban tres o cuatro dias antes
de su uso en placas de 96 pocillos de fondo plano, estériles y con tapa
{Greiner, Frickenhausen, Alemania), al cabo de esos tres ¢ cuatro dias de

incubacién estaban ya listas para su uso. El medio de crecimiento y de
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mantenimiento fue el medio minimo esencial con sales de Earle -EMEM-
{(Biowhitaker, Verviers, Bélgica) al que se afiadia una mezcla antibidtica
(Biowhitaker, Verviers, Bélgica) de penicilina {10.000 U/ml), estreptomicina
(10.000 wg/ml) y anfotericina B {25 ug/ml} al 1% con el fin de evitar
contaminaciones bacterianas y fingicas. También se afadia, en el momento
de su uso, giutamina al 1% {(Gibco BRL, Paisley, Reino Unido} y suero
bobino feta! {SBF) {Harlan Sera-Lab, Crawley Down, Reino Unido), este
ditimo al 10% en el caso del medio de crecimiento de células y al 2% en

el caso del medio de mantenimiento.

El resto de material utilizado para la realizacién de este estudio es el

siguiente:

-PBS, pH 7,2 (BioMérieux Espafia, Madrid).

-Solucién acuosa de Giemsa (Merck, Darmsatdt, Alemania},

-Solucién de tripsina al 2,5% estéril (BioMérieux Espafa, Madrid).
-Solucién de EDTA al 1/5000 estéril (BioMérieux Espafia, Madrid).
-Inmunoglobulina humana polivalente (Flebogammai.v. liquida pasteurizada
2,5 g, Instituto Grifols, Barcelona)

-HSV 1/HSV 2 direct specimen identification/Typing test {(Syva, California,
EEUU)

-Metanol absoluto, grado R (Merck, Darmstadt, Alemania)

-Metanol al 50% en agua bidestilada estéril.
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-Agua bidestilada estéril {B.Braun Medical, Barcelona).
-Pipetas estériles de diversas medidas.
-Pipetas pasteur estériles.

-Tubos estériles de 10 ml.

-Agitador tipo Vortex.

-Congelador de -70°C.

-Congelador de nitrégeno liquido.
-Campana de seguridad.

-Microscopio de luz invertida.
-Microscopio de fluorescencia.

-Estufa de 35-37°C con 5-8% de CO,.
-Bano de 37°C.

-Pipeta multicanal de 10-200 ul.

-Puntas de pipeta estériles.

3.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Previamente a la determinacién de la sensibilidad hubo que preparar
las muestras. Para ello se descongelaban los indculos de VHS del archivo
del LLaboratorio de Virologia y se sembraban en monocapas de células Vero
frescas en tubos estériles. Si el virus crecia (se obtuvo un rendimiento en
la descongelacién de VHS mayor del 80%), se esperaba a que el ECP

abarcara al 75% 6 mas de fa monocapa y se congelaba el sobrenadante en

73



cuatro tubos estériles para su uso posterior. Dos tubos se dejaban en el
congelador de -70°C para la determinacién de sensibilidad y los otros dos
tubos se congelaban, tras 24 horas a -70°C, en nitrégeno liquido para su

archivo definitivo.

3.4. TIPADO DE LOS AISLADOS DE VHS

Se tiparon todos los aislados de VHS que no se habian tipado
previamente, ya que no se realiza de forma rutinaria con todos los VHS que
se aislan en el Laboratorio de Virologia del Servicio de Microbiologia del
HGUGM. Para ello se utilizé un equipo comercial denominado ASV 7/HSV
2 Direct Specimen Identification/Typing test de la casa Syva, que se trata
de una técnica de inmunofluorescencia directa en un solo paso.

El procedimiento realizado, siguiendo las instrucciones del fabricante,
fue el siguiente. Parte de las células infectadas por VHS se fijaron con
acetona al 80% a 4°C durante 15 minutos, bien sobre portaobjetos de
cristal o bien sobre el fondo de placas de 96 pocillos. Se fijaban dos
muestras de cada aislado de virus, para hacer inmunofluoresencia frente a
VHS 1 y frente a VHS 2, Tras esto, se elimind la acetona sobrante y
después de lavar con agua, se aiadié el reactivo para deteccidon de VHS 1
y de VHS 2, en paralelo. El reactivo consta de anticuerpos murinos
monocionales frente a VHS 1 o VHS 2, azul de Evans como contraste y un

supresor de tincién inespecifica. Se mantuvieron durante 30 minutos a
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37°C y en camara humeda en contacto con el reactivo. Tras este tiempo,
se lavaron con PBS y se dejaron secar. Una vez secos, se observaron con
un microscopio de fluorescencia. Como para cada aislado de virus existia
una inmunofiuorescencia para VHS 1 y otra para VHS 2 se aseguraba de
que no eran reacciones inespecificas, y de esta manera se consiguieron
tipar todos los VHS. Estos datos guedaron archivados en la base de datos

Microsoft Access® del Laboratorio de Virologia.

3.5. TITULACION DEL INOCULO DE VIRUS

Para realizar el ensayo de reduccion de placas (ERP), se titulaba
previamente el inéculo de virus, para ajustarlo posteriormente a 200-400
UFP/ml (unidades formadoras de placa por mililitro). Como muestra se
utilizé el material previamente congelado. En algunos casos también se

utilizé el sobrenadante de un cultivo de VHS reciente.

Para calcular el inéculo se realizd la siguiente técnica:
'\
Se preparaban el nimero adecuado de placas de 96 pocillos con
monocapas confluyentes de células Vero, preferiblemente de menos de una

semana.

Se descongelaba rdapidamente la alicuota del virus archivada

temporalmente en el congeladorde -70°C y se prepaban diluciones seriadas
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1:10 de los diferentes indculos de virus a titutar, usando como diluyente el
medio EMEM suplementado con un 2% SBF, glutamina al 1% y mezcla

antibidtica.

Se eliminaba el medio de las placas con las monocapas y Se

inoculaban los pocillos con cada dilucién del indculo viral.

Tras esto, se cubrian las placas con su tapa y se agitaban
horizontalmente para homogeneizar los indculos. Se incubaba 4-5 dias en

estufa a 37°C y con un 5-8% de CO,.

Tras esta incubacion, se observaba la producciéon de ECP en cada
dilucién, usando un microscopio invertido y con el objetivo de 20 aumentos
se contaban las placas. Una placa se define, segun la ASM, como un area

focal de ECP que puede, o no, rodear un area clara de lisis celular.

Se calculaba entoces el ndmero de UFP por ml de indculo. Por
gjemplo, si el nimero de placas en dos pocillos inoculados con 200 ul de
una dilucién de 10° era 15, el indculo sin diluir tenfa 15x10% UFP/200 I,

es decir, 75.000 UFP/ml.
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3.6. ENSAYO DE REDUCCION DE PLACAS (ERP)

A continuacion se detalla el ERP utilizado para la realizacion de este
estudio, de acuerdo con las recomendaciones de ta ASM '** y adaptadas

para el uso de placas de 96 pocillos estériles y con tapa.

Como se ha indicado anteriormente, se trata del método
tradicionalmente considerado como estandar, y frente al que se debe
comparar cualguier otro método de determinacion de sensibilidad de virus
155 El principio del método consiste en la inhibicién de la formacién de
placas virales o focos de efecto citopatico (ECP) en presencia de un

antiviral, debido a la inhibicién del crecimiento del virus.

Los pasos a realizar con este método incluyen: (i} cuantificacién del
virus y dilucién a una concentracién determinada de UFP/mi; {ii) inoculacidn
de las placas de 96 pocillos; (iii) adicién sobre la monocapa del medio que
contiene el agente antiviral; (iv} incubacién; (v) observacion de las
monocapas para determinar el nimero de placas; y (vi) cdlculo de la

concentracidn inhibitoria 50 {Clgp).

Tras la cuantificacion del indculo con el método indicado
anteriormente, se diluyé el indculo hasta obtener 200-400 UFP/ml,

utilizando como diluyente el medio de mantenimiento celular (EMEM + 2%
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SBF + glutamina +mezcla antibidtica). Una vez ajustado el in6culo, se

procedid a realizar el ERP propiamente dicho, segun la siguiente técnica.

Ensayo de reduccién en placas (ERP) propiamente dicho:

Se utilizaron monocapas de células Vero de menos de una semana

en placas de 96 pocillos con tapa y estériles.

Como muestra se usaron las diluciones de VHS prevamente ajustadas

a una concentracidon de 200-400 UFF/ml.

Las diluciones de antivirales se realizaron a partir de una solucién
madre de cada antiviral estudiado de 1.000 ug/ml en agua bidestilada
estéril. El rango de concentraciones seriadas al 1:2 utilizado, fue de 0,12
a 8 ug/ml para el aciclovir y el penciclovir (7 diluciones) y de 6,25 a 400
para el foscarnet (7 diluciones). Se utilizé como diluyente EMEM-2% SBF
con un 1% de inmunoglobulina humana policlonal, que servia de fijador
tiquido. Con este rango se cubrfa la deteccidn de resistencias asi como la
deteccion de Clg, indicadoras de sensibilidad alterada, ya que se considera
resistente a aciclovir y penciclovir una cepa cuya Clg, €5 superior a 2 yg/ml;

y resistente a foscarnet cuando su Clg, es superior a 100 ug/mil.

El procedimiento es el siguiente:

Se inocularon el nimero apropiado de pocillos con 25 ul de la
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suspension del VHS a estudiar (200-400 UFP/ml}. Tras esto, se agitaba
horizontalmente para distribuir el indculo y se incubaba 1-2 horas a 37°C
con un 5% de CO,. Después de esta incubacidn que servia para permitir la
adsorcién de los virus a las células, se eliminaba el indculo de los pocillos,
tras lo cual se afiadian 250 yl de cada dilucién de antiviral con un 1% de
inmunoglobulina humana policlonal (IH) excepto al dltimo pocillo de cada
columna, que servia de control de crecimiento, a éstos se les anadia 250
1l de medio de mantenimineto de cultivo celular con un 1% de IH. La IH
tiene la funcién de fijar los focos de VHS. Se incubaba entonces durante 72
horas a 37°C con un 5% de CQ,. Tras esta ultima incubacidn se eliminaba
el medio de los pocillos, se cubrian las monocapas con PBS para lavarlas
y se anadia sucesivamente metanol al 50% y metanol absoluto. Después
de eliminar el metanol absoluto, se cubrieron la monocapas con Giemsa al
4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se eliminaba el colorante,
se dejaban secar bien las placas de 96 pocillos al aire y se contaban el
namero de placas de ECP tenidas en cada pocillo observandolas en

microscopio de luz invertida a 20x.

Los resultados del ERP se analizaron por regresién lineal para calcular
la concentracion de antiviral que producia el 50% de inhibicion de la
formacion de placas (concentracién inhibitoria 50 -Clg,-) al compararla con
el control sin antiviral. Se admitia un error estandar del 20%, sgun

recomendaciones de la ASM %%,
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3.7. METODO DE DETECCION RAPIDA DE RESISTENCIAS A ANTIVIRALES

EN VHS

A todos los aislados de VHS se les realizé la determinacion de
sensibilidad por este método. Este método no aporta valores de Clg, al no
tratarse de un método cuantitativo sino cualitativo, pero aporta informacion
de igual importancia clinica, ya que indica si un aislado es sensible o

resistente.

El procedimiento seguido es el proporcionado por el Doctor Antonio
Tenorio, del Laboratorio de Virologia del Centro Nacional de Microbiologia,
Virologia e Inmunologia Sanitarias (Instituto de Salud Carlos |lI,
Majadahonda, Madrid}. Este método habia sido previamente valorado por
el grupo del Dr. Tenorio y otros grupos para deteccién de VHS resistentes

a aciclovir '°® en cepas de laboratorio.

Ademas tiene la ventaja de que, al ser practicamente igual que la
titutacion de indculos virales, si se guarda una alicuota, se puede conocer

a la vez el titulo de ésta.

El procedimiento utilizado fue el siguiente:
Se realizaron diluciones seriadas 1:10 en EMEM + 2% SBF de los

VHS control y de los VHS a estudiar de la siguiente manera. Sobre placas
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de 96 pocilios estériles conteniendo monocapas recientes de células Vero,
se retiraba el medio de crecimiento de las células y se afadia, por columnas
y para cada VHS:

- en la primera columna: a todos los pocillos excepto el de la primera fila {7
pocillos), 200 ul de EMEM con un 2% de SBF, glutamina y mezcla
antibidgtica.

- en la segunda columna: igual que en la primera, sélo que el medio
contenia 2 ug/ml de aciclovir.

- en la tercera columna: igual que en la primera pero con 2 ug/ml de
penciclovir.

- en la cuarta columna: igual pero con 100 ug/mt de foscarnet.

La primera fila de todas las columnas sirve de control de crecimiento
ya que no se anade ningdn antiviral en cualquiera de los casos. En ésta
primera fila se afiade el in6culo de VHS a estudiar y se hacen diluciones
seriadas al 1:10 pasando 20 ul del inéculo sucesivamente a los pocillos

siguientes.

De esta manera se obtiene que para cada VHS hay 4 columnas con
diluciones seriadas 1:10 del in6culo, la primera sdélo con medio de
mantenimiento, la segunda con 2 yg/ml en todos los pocillos, la tercera con

2 ug/ml de penciclovir y la cuarta con 100 ug/ml de foscarnet.
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Tras esto, se agitaba la placa de 96 pocillos para homogeneizar los
in6culos y se incubaba a 37°C con un 5% de CO, durante b dias. Se

observaba el efecto citopatico producido a los 3 y a los & dias.

La interpretacidn de resultados se realizd por comparacion del titulo
obtenido en la columna sin antiviral y el obtenidec en las columnas de cada
antiviral. Asisi en la columna sin antiviral se obtenia un titulo mayor que en
los pocillos con antiviral, la cepa se considerd sensible. Si, por el contrario,
los titulos sin antiviral y con antiviral eran iguales, significaba que la cepa

de VHS no se inhibia con antiviral y la cepa se considerd resistente.

3.8. COMPROBACION DE LA INFLUENCIA DE LAS CELULAS USADAS

PARA DETECTAR LA RESISTENCIA A PENCICLOVIR

Hubo un ndmero de cepas cuyos resultados de sensibilidad,
obtenidos por los dos métodos anteriormente descritos, fueron de
sensibilidad a aciclovir y foscarnet y de resistencia a penciclovir
dnicamente. Este fendmeno, ya descrito anteriormente, se debe a la
influencia de la linea celular, de forma que utilizando otra linea celular estos
aislados resistentes in vitro a penciclovir en una linea celular, pueden
mostrarse como sensibles en otra distinta. A todos los aislados resistentes
unicamente a penciclovir y a un ndmero igual de VHS sensibles se les

realizé la sensibilidad por los dos mismos métodos pero utilizando como
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linea celular, células MRC-5.

3.9. ESTUDIO DE LAS HISTORIAS CLINICAS

Se estudiaron las historias clinicas de los pacientes a los que se les
aislé alguin VHS resistente con el fin de determinar posibles factores de
riesgo para la seleccién de VHS resistentes a aciclovir {como se indicara
mas adelante, la mayoria eran pacientes infectados por el VIH). Como
control se estudiaron las historias de un grupo de pacientes también

infectados por el VIH y con aislados de VHS sensibles.

Los datos que se recogieron de todos ellos fueron los siguientes:
- Nombre y apellidos.
- Numero de archivo del aislado de VHS.
- Fecha de aislamiento.
- Edad del paciente.
- Sexo.
- Factor de riesgo para la infeccion por el VIH.
- Patrén de sensibilidad a antivirales del aislado.
- Linfocitos CD4 por mm?.
- Si habia recibido o no tratamiento previo con aciclovir u otro farmaco
antiherpético.

- Si estaba en el momento del brote recibiendo tratamiento de
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mantenimiento con algudn farmaco con actividad antiherpética.
- Evolucién de la infeccidn.
- Si recidivaba con posterioridad o no.

- Otros datos de interés.

Respecto a la evolucidon de las lesiones, éstas se limitaron a cuatro
posibilidades: curacién, mejoria, cronificacion y empeoramiento. Como
curaciéon se entendid la desaparicion total de las lesiones tras el
tratamiento. Mejoria, reduccion de las lesiones y/o del dolor pero sin que
desaparecierantotalmente. Como cronificacién, se entendié la permanencia
de las lesiones herpéticas y del dolor en el tiempo a pesar de la instauracion
del tratamiento. Y como empeoramiento se entendi6 el aumento de tamano
y ulceracion progresivos de las lesiones herpéticas a pesar del tratamiento

antiviral.
3.10. ARCHIVO DE DATOS

Todos los datos han quedado archivados en la base de datos
Microsoft Access® disponible en el ordenador del Laboratorio de Virus del
Servicio de Microbiologia del Hospital General Universitario "Gregorio

Marandn”.

Los datos que se han archivado son los siguientes:
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Nombre y apellidos del paciente.

Numero de registro del Servicio de Microbiolgia del HGUGM.
Numero de archivo de la base de datos.

Servicio de procedencia.

Virus aislado.

Fecha del aislamiento.

Localizacién del aislado en el archivo de N, liquido.

Tiempo que ha tardado en crecer.

Enfermedad de base del paciente.

Sensibilidad a aciclovir, penciclovir y foscarnet por el método de deteccion
rapida.

Sensibilidad a aciclovir, penciclovir y foscarnet por el método estandar.

También quedaron archivados en la base de datos los datos de la

revisién de las historias clinicas de los pacientes con aislados resistentes.
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4. RESULTADOS



4.1. DATOS GENERALES. CARGA DE TRABAJO.

Para determinar la carga de trabajo del Laboratorio de Virologia del Servicio
de Microbiologia del Hospial General Universitario "Gregorio Maranon" durante el
periodo de estudio, se determinaron el ndmero de ingresos hospitalarios, el nimero
de muestras en las que se solicité estudio microbicldgico, el nimero de muestras
en las que se solicitd estudio viroldgico y el nimero de muestras que resultaron
positivas para virus; y se expresaron en relacion al ndmero de ingresos
hospitalarios, al nimero de determinaciones microbioldgicas y al ndmero de

pruebas positivas, como queda expresado en la tabla V.

TABLA V: Datos generales 1991-13895.

1991 1992 1993 1994 1995 TOTAL
Ingresos 45.792 45.565 48.582 48.275 47.937  236.151
hospitalarios {IH}
Muestras para )
Microbiologia 90.6Q0 108.000 132.164 117.489 127.436 575,689
(MM)
Muestras para
Virolgia (MV) 168 956 2.343 2.894 2.538 8.889
Muestras
positivas para 36 199 483 488 409 16156
virus (MPV)
MPV/1000 IH 0,79 4,37 9,94 10,11 8,63 6,84
MPV/1000 MM 0,40 1,84 3,66 4,15 3.21 2,80
MPV/100 MV 22,79 20,82 20,61 16,86 16,12 18,17
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4.2. DATOS GENERALES: VIRUS HERPES SIMPLEX

Durante el periodo de estudio se identificaron en el Laboratorio de Virologia
401 VHS procedentes de muestras clinicas de pacientes de los diversos servicios

del Hospital General "Gregorio Marandn”.

En la tabla VI quedan detallados estos aisiados por afos, por pacientes con
0 sin anticuerpos frente a! VIH (VIH+/VIH-), y por serotipos. Asi mismo se
expresan las cifras del nimero de VHS por 1.000 ingresos hospitalarios, por 1.000
muestras enviadas a Microbiologia, por 100 muestras para estudio de virus y por

100 muestras con resultado positivo para virus.

TABLA VI: Datos generales de VHS. 1991-19956,

1991 1992 1993 1994 1995 TOTAL
Muestras con 14 80 93 111 103 401
VHS
VHS 1/VHS 2/ NT  10/4/0 42/38/0 55/32/6 66/33/12 53/32/18 226/139/36
Paciente 4/10 37/43 43/50 57/54 54/49 1957206
VIH + /VIH-
VHS/10001H 0,31 1,76 1,91 2,30 2,15 1,70
VHS/1000 MM 0,15 0,74 0,70 0.95 0,81 0,70
VHS/100 MV 8,86 8,36 3,97 3,84 4,06 4,51
VHS/ 100 MPV 38,80 40,20 19,25 22,75 25,18 24,83

NT: no tipados

Respecto al origen de las muestras con VHS, se observa en la figura 2 que
la mayorfa de las muestras con origen especificado eran orofaringeas (35,4%) y

genitales-anales (28,4%). Entre las muestras menos frecuentes se encontraban, 7
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VHS procedentes de orinas, 30 de muestras respiratorias (6 catéteres telescopados
y 24 lavados broncoalveolares o broncoaspirados), 1 de una {esién en la oreja, 5
de lesiones en dedos, 1 de una lesién en una pierna y 2 de biopsias esofégicas.
Hubo 99 muestras en las que no se especificaba la localizacién de las lesiones

herpéticas.

Se tiparon las cepas de VHS que en el momento de su deteccion no fueron
tipadas, ya que se ha considerado importante este dato para este estudio. El
método usado para tipar fue una tincién de inmunofluorescencia con anticuerpos

monoclonales anti-VHS1 y anti-VHS2, técnica detallada en Material y Métodos.

En total, de los 401 VHS detectados desde septiembre de 1991 hasta
diciembre de 1995 se obtuvieron 226 VHS-1, 139 VHS-2 y 36 que no pudieron ser
tipados por varios motivos {se envié al laboratorio un portaobjetos para relizar
inmunofluorescencia indirecta, el cultivo se contaming, la cepa se muri6 antes de

poder tiparla, etc).

Al estudiar el origen de las muestras en funcidn del serotipo del aislado, se
observd, como se expresa en la figura 3 y en la tabla VIl, que la mayoria de las
cepas de VHS-1 eran de muestras orofaringeas (62,7 %) y la mayoria de los VHS-2

de muestras genitales-anales (81,3%).
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FIGURA 2: MUESTRAS EN LAS QUE SE HA DETECTADO PRESENCIA DE VHS EN
EL PERIODO 1991-95

Orofaringeas 35,4%
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FIGURA 3: MUESTRAS EN LAS QUE SE HA DETECTADO PRESENCIA DE VHS
EN EL PERIODO 1991-95. DISTRIBUCION SEGUN SEROTIPO
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TABLA VII: Ndmero de aislados segun el origen de la muestra y el serotipo de VHS.

TIPO DE MUESTRA VHS-1 VHS-2 NG GLOBAL
TIPADO
Orofaringea 141 1 0 142
Genital-Anal 1 113 0 114
Respiratoria 30 0 0 30
Orina 3 4 0 7
Lesién en dedo 3 2 o 5
Biopsia esofdgica 2 0 0] 2
Lesion en orgja 1 G ¢ 1
Lesién en pierna 1 0 0 1
QOrigen no especificado 43 19 37 99
Total 225 139 37 401

4.2.1. Distribucion_en el tiempo

Si se observa la distribucién en el tiempo de los 401 VHS diagnosticados en
el Laboratorio de Virologia del Servicio de Microbiologia del Hospital General
Universitario "Gregorio Marainon” desde septiembre de 1991 hasta diciembre de
1995, reflejada en la figura 4, se puede observar que , salvo en 1991, la situacion
parece estable, habiéndose detectado el mayor nimero de VHS en 1894, En 1991
se obtiene una cifra tan baja de detecciones de VHS ya que fue a finales de ese
afio cuando comenzd su labor el Laboratoiro de Virologia, por tanto 1991 y el
comienzo de 1292 fue una etapa de puesta a punto del laboratorio.

En la figura 4 queda también reflejada la evolucién de los aislados en funcidn

de los serotipos y su evolucién en el tiempo.
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FIGURA 4: DISTRIBUCION DE LOS AISLADOS DE VHS POR

ANOS
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4.3. COMPARACION DE LOS METODOS UTILIZADOS

Se ha determinado la sensibilidad a antivirales por el método de reduccidn
de placas y por el método de deteccién rapida de resistencias a antivirales de 84
aislados entre los que estan incluidos los aislados que mostraron algun tipo de

resistencia por el método rapido.

Se obtuvieron los siguientes resultados.
ACICLOVIR

En el caso del aciclovir, 61 aislados fueron sensibles y 21 resistentes por
ambos métodos. Dos fueron resistentes por el método répido y sensibles por el
ERP, vy no se obtuvo ningln falso negativo (sensible por método rapido y resistente

por ERP).

PENCICLOVIR

Para el penciclovir de los 84 aislados, 54 fueron sensibles y 29 resistentes
por los dos métodos. Sdlo se obtuvo un aislado discrepante que fue sensible por
el método rdpido y resistente por el ERP. Este mismo aislado se mostro resistente

al repetirle la sensibilidad por el método rapido.

FOSCARNET

En el caso del foscarnet 81 aislados fueron sensibles por ambos métodos y
3 resistentes. De los aislados resistentes a foscarnet por los dos métodos, uno de

ellos tenfa una Clg, de 50 ug/ml y los otros dos de 100 yg/ml, segian la American
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Society for Microbiology (ASM) un aislado de VHS con una Clg, para el foscarnet

realizada por el ERP de 50 ug/ml debe considerarse como de sensibilidad

intermedia.

Todos estos datos se pueden resumir en las siguientes tablas:

TABLA VIII: Comparaciéon de métodos: ACICLOVIR

ENSAYO DE
REDUCCION DE

PLACAS

RESISTENTE SENSIBLE

METODO RAPIDO DE | - ccrenre 21 5
DETECCION DE
RESISTENCIAS SENSIBLE 0 61

TABLA IX: Comparacion de métodos: PENCICLOVIR

ENSAYO DE
REDUCCION DE

PLACAS

RESISTENTE SENSIBLE

METODO RAPIDO DE | oo ’g 0
DETECCION DE
RESISTENCIAS SENSIBLE L 54
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TABLA X: Comparacién de métodos: FOSCARNET

ENSAYO DE REDUCCION

DE PLACAS
RESISTENTE SENSIBLE
METODO RAPIDO DE | ooqcrenre 3 0
DETECCION DE
RESISTENCIAS SENSIBLE 0 81

Con todos estos datos, se obtienen los siguientes valores de especificidad,

sensibilidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del método rapido

respectc al ERP.

TABLA XI: Valores de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo para el método répido de deteccién de VHS resistentes.

ACICLOVIR PENCICLOVIR FOSCARNET
ESPECIFICIDAD (%) 100,0 96,6 100,0
SENSIBILIDAD (%) 96,8 100,0 100,0
VALOR PREDICTIVO
POSITIVO (%) 91,3 100,0 100,0
VALOR PREDICTIVO
NEGATIVO (%) 100,0 98.2 100,0

Al quedar contrastada la validez del método rapido de deteccion de
resistencias, frente al método tradicionalmente considerado como estédndar {ERP},

se continud el estudio utilizando el método rédpido y el ERP se utilizé para confirmar
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la resistencia en cepas resistentes, asi como en cepas con sospecha clinica de
resistencia a aciclovir, pero que con el método rapido se mostraron como sensibles

a este antiviral in vitro.

4.4. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE SENSIBILIDAD

Durante el periodo de tiempo desde septiembre de 1991 a diciembre de
1995, se detectd presencia de VHS en 401 muestras enviadas al Laboratorio de
Virologia del Servicio de Microbiologia del HGUGM. De estos 401 aislados fue
posible realizar la sensibilidad de 229 aislados que correspondieron a 219

pacientes.

Hubo 172 aislados a los que no se les realiz6 la determinacion de la

sensibilidad por diversos motivos, resumidos en la figura 5.

4.4.1. Datos generales de la muestra de VHS estudiada

Se ha realizado la determinacion de la sensibilidad por el método répido a
229 VHS, correspondientes a 219 pacientes, todos ellos aislados entre septiembre
de 1991 y diciembre de 1996. De éstos, 113 aislados correspondieron a pacientes

infectados por el VIH y 116 a pacientes no infectados por el VIH.

De los 229 aislados estudiados, el grupo mayoritario fueron los procedentes

de muestras orofaringeas (n=79) y los procedentes de muestras genitales-anales
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FIGURA 5: MUESTRAS ESTUDIADAS/NO ESTUDIADAS
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(n=66). Seis aislados estudiados procedian de muestras de orinas. Procedentes de
muestras respiratorias se han estudiado 10 aislados de VHS-1. También se han
estudiado ocho aislados de muestras variadas (oreja, dedo, pierna, etc); y 60
aislados procedentes de diversas lesiones herpéticas sin especificar. En la tabla XlI

y en las figuras b y 6 se detallan el origen de los aislados asi como su serotipo.

TABLA XII: Distribucion de la muestra estudiada segln serotipos y origen.

Tipo de muestra VHS-1 VHS-2 TOTAL
Orofaringeas 78 1 79
Anales-genitales 0 66 66
Orina 2 4 6
Muestras respiratorias 10 0 10
Otros 7 1 8
Exudados sin especificar 41 19 60
Total 138 91 229

En la figura 7 y en la tabla XlIl quedan detallados la distribucidn en el tiempo
de los aislados de VHS estudiados segun el serotipo, asi como la procedencia o no

de pacientes infectados por el VIH.

TABLA XIlI: Distribucién por afos, serotipo y tipo de paciente de procedencia de
los aislados de VHS estudiados.

HIV + HIV -
ANOS TOTAL  VHS-1 VHS-2  VHS-1 +  VHS-1  VHS-2 VHS-1 +
VHS-2 VHS-2
1991 8 3 o 3 5 0 5
1992 47 6 14 20 18 9 27
1993 61 11 21 32 25 4 29
1994 49 10 16 26 18 5 23
1995 64 18 14 32 21 11 32
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FIGURA 6: MUESTRA ESTUDIADA. DISTRIBUCION POR ORIGENES
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FIGURA 7: MUESTRA ESTUDIADA. DISTRIBUCION SEGUN ORIGEN DE LA
MUESTRA Y SEROTIPO DEL VHS
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FIGURA 8: MUESTRA ESTUDIADA: DISTRIBUCION POR ANOS
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En lo referente a los 116 aislados procedentes de pacientes no infectados
por el VIH, éstos procedian de pacientes con diversas enfermedades de base,
siendo la mayoria de ellos de transplantados cardiacos {n=41), hepéticos (n=12)
o pacientes en los que no se indica enfermedad de base en la peticidn al laboratorio

{n=49) tal y como se aprecia en la figura 9.

4.4.2. Resultados globales de sensibilidad

De las 229 cepas de VHS estudiadas, 23 {10,04%) fueron resistentes a
aciclovir y penciclovir, y 3 (1,31%) fueron resistentes a los tres antivirales
probados. A todas las cepas resistentes, se les determiné también la sensibilidad
por el método de reduccidn de placas para confirmar la resistencia detectada por
el método rapido. En caso de discrepancias entre los dos métodos, se tomé como
verdadero el resultado obtenido por el método de reduccién de placas, ya que es

unc de los métodos tradicionalmente considerado como estandar.

Los datos globales de sensibilidad pueden apreciarse en la tabla XIV y en la
figura 10.

En las figuras 10, 11, 12 y 13, asi como en las tablas XIV, XV, XVI, XVII,
XV, XIX, XX Y XXI, las siglas ACV, PCV y FOS corresponden a aciclovir,

penciclovir y foscarnet, respectivamente.
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FIGURA 9: ENFERMEDADES DE BASE DE LOS PACIENTES VIH- CON AISLADOS
DE VHS ESTUDIADOS
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FIGURA 10: RESULTADOS GLOBALES DEL ESTUIjIO DE SENSIBILIDAD
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TABLA XIV: Resultados globales de sensibilidad.,

Patrén de N° de cepas Porcentaje
resistencia (n=229) (%)

ACV 5
PCV 8 200 87,34
FOS S

ACV S
PCV R 6 2,62
FOS s *

ACV R
PCV R 20 8,73
FOS S

ACV R
PCV R 3 1,31
FOS R

* Posteriormente se demuestra en el estudio que las cepas resistentes Unicamente a penciclovir, son
en realidad sensibles y éste resultado se trata de una interferencia con la linea celular utilizada.

4.4.3. Resultados de sensibilidad segun los serotipos de los aislados

Se ha estudiado la sensibilidad de 138 aislados de VHS-1 y de 91 aisaldos

de VHS-2.

Si nos centramos en los VHS-1, se obtienen 8 VHS resistentes a aciclovir
(2 de ellos resistentes también a foscarnet), siendo la mayoria de ellos procedentes

de muestras orofaringeas (n=4}.

En el caso de los VHS-2, son 15 los VHS resistentes a aciclovir y €l origen

mayoritario de éstos VHS-2 resistentes es el genital-anal (n=13).

Todos estos datos quedan detallados en la tabla XV y en las figuras 11 y 12,
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FIGURA 11: RESULTADO DE LA SENSIBILIDAD SEGUN EL SEROTIPO
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FIGURA 12: RESULTADO DE SENSIBILIDAD SEGUN LA MUESTRA
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TABLA XV: Sensibilidad de los aislados segln su origen y su serotipo.

Tipo de ACV-S ACV-R ACV-S ACV-R Total de Total
muestra PCV-§ PCV-R PCV-R PCV-R cada (RS e
FOS-8 FOS-S FOS-§ FOS-R serotipo
Orofaringsas VHS5-1 74 4 0 o] 78
79
VHS-2 1 4] 0 o] 1
Genitales- VHS-1 o] 0 0 s} o]
86
Anales
VHS-2 51 13 1 1 56
Orina VHS-1 2 o} 4] 0 2
6
VHS-2 4 0 o] 0 4
Muestras VHS-1 9 1 0 0 10
10
respiratorias
VHS-2 0 0 ¢ o] 0
Otros VHS-1 5 0 1 1 7
8
VHS-2 4] 1 0 0 1
Exudados sin VHS-1 38 1 1 1 41
80
especificar
VHS-2 16 4] 3 0 19

4.4.4. Resultados de sensibilidad segdn aislados procedentes de pacientes

infectados o no infectados por el VIH

De las 229 cepas estudiadas, 124 procedian de pacientes VIH positivos vy

105 de pacientes VIH negativos.

Si estudiamos los resultados de sensibilidad de las cepas de VHS haciendo

109



esta diferencia se obtienen los siguientes datos:

4.4.4.a. Resultados de sensibilidad de los aislados de pacientes infectados por el

VIH

De las 124 cepas correspondientes a pacientes infectados por el VIH, 108
no presentaron ningdn tipo de resistencia a los antivirales estudiados y 16 si, lo
gque represento el 12,90% de las cepas. Entre estas 3 cepas resistentes estaban
las tres resistentes a los tres antivirales estudiados. Estos datos quedan detallados

en la siguiente tabla XVI y en la figura 13,

TABLA XVI: Resultados de sensibilidad de los aislados de pacientes VIH positivos.

Patrén de resistencia N° de cepas Porcentaje

ACV S
PCV S 104 83,87
FOS S

ACV S
PCV R 4 3,23
FOS S *

ACV R
PCV R 13 10,48
FOS &

ACV R
PCV R 3 2,42

FOS R
'

* Posteriormente se demuestra en el estudio que las cepas resistentes Unicamente a penciclovir, son

en realidad sensibles vy éste resultado se trata de una interferencia con la linea celular utilizada.

Si tenemos en cuenta el serotipo de l0s 124 aisiados de VHS estudiados

procedentes de pacientes VIH positivos, se obtiene que se han estudiado 57 VHS-1
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FIGURA 13: PORCENTAJE DE RESISTENCIA DE VHS A ANTIVIRALES EN
FUNCION DE S| PROCEDEN DE PACIENTES VIH + O VIH -
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y 67 VHS-2 y la mayoria de VHS resistentes a aciclovir se obtienen entre los

aislados de VHS-2.

TABLA XVIil; Patrones de resistencia de aislados de pacientes VIH positivos segun
el serotipo del VHS.

|
Patrén de resistencia HSV-1 HSV-2

ACV &5
PCV S 51 51
FOS S

ACV S
PCV R 0 4
FOS S *

ACV R
PCV R 4 11
FOS &

ACV R
PCVR 2 1
FOSR

* Posteriormente se demuestra en el estudio que las cepas resistentes Unicamente a penciclovir, son

en realidad sensibles y éste resultado se trata de una interferencia con la linea celular utilizada.

4.4.4.b. Resultados de sensibilidad de los aislados de pacientes no_infectados por

el VIH

De las cepas estudiadas, 105 correspondieron a cepas de VHS aisladas de
muestras de pacientes no infectados por el VIH y que tenian otras enfermedades
de base o bien ninguna enfermedad resefiable. En estas cepas hubo 7 que fueron
resistentes a aciclovir y penciclovir y 2 sélo a penciclovir, las 96 cepas restantes
no presentaron ninguna resistencia a los antivirales probados. Estos mismos datos

se pueden ver de manera mas grafica en la tabla XVIil.
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TABLA XVIH: Patrones de resistencia de aislados de pacientes VIH negativos.

Patrén de resistencia N° de cepas Porcentaje

ACV S
PCV & 96 91,43
FOS S

ACV S
PCV R 2 1,90
FOS S *

ACV R
PCV R 4 3.81
FOS §

ACV R
PCV R G 0
FOS R

* Posteriormente se demuestra en el estudio que las cepas resistentes (nicamente a penciclovir, son

en realidad sensibles y éste resultado se trata de una interferencia con la linea celular utilizada.

Las 7 cepas resistentes a aciclovir y a penciclovir correspondieron a 7/
pacientes de los cuales 2 eran transplantados hepdticos, uno transplantado
cardiaco, un paciente con neoplasia, un paciente con enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (EPOC) y dos pacientes sin enfermedad de base conocida.

Atendiendo al serotipo de éstos aislados, se observa que hubo 80 VHS-1
estudiados, de los que 4 fueron resistentes a aciclovir y penciclovir, y 25 VHS-2
de los que 3 fueron resistentes a aciclovir y penciclovir. Estos datos quedan

reflejados en la tabla XIX.
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TABLA XIX: Patrones de resistencia de aislados de pacientes VIH negativos segun
el serotipo del VHS.

Patrén de resistencia HSV-1 HSV-2

ACV S
PCV S 74 22
FOS S

ACV S
PCV R 2 0
FOS S *

ACV R
PCV R 4 3
FOS S

ACV R
PCV R o 0
FOS R

* Posteriormente se demuestra en el estudio que las cepas resistentes dnicamente a penciclavir, son

en realidad sensibles y éste resultado se trata de una interferencia con la linea celular utilizada.

4.4.5. Comprobacion de las cepas resistentes inicamente a penciclovir.

Como se ha indicado anteriormente, se obtuvieron 6 cepas sensibles a
aciclovir y foscarnet pero reisstentes a penciclovir, tanto por el método rapido
como por el método de reduccién de placas en células Vero. A estas cepas se les
determind la sensibilidad por ambos métodos, pero utilizando la linea celular MRC-
5. En este caso, ninguna de las cepas resulté resistentes a penciclovir y todas ellas
fueron sensibles a los tres antivirales. Para la realizacién de esta prueba se

utilizaron las mismas cepas control que en el estudio general.

4.5. RESULTADOS DE LA REVISION DE LAS HISTORIAS CLINICAS

Las 23 cepas de VHS resistentes a aciclovir correspondieron a 21 pacientes,
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de los cuales se tuvo acceso a la historia clinica de 15 de ellos. Las historias

correspondieron a 12 pacientes VIH positivo y a 3 VIH negativo.

4.5.1. Descripcion de los pacientes

4.5.1.a. Pacientes VIH negativo

Las historias revisadas de pacientes VIH negativo pertenecian a 2 pacientes
transplantados (1 transpalnte hepatico y 1 transplante cardiaco} en tratamientc con
altas dosis de corticoides por rechazo. El tercer paciente era un varén de 77 anos
bronguitico crénico en tratamiento de mantenimiento con corticoides. Los tres
pacientes evolucionaron favorablemente con tratamiento con aciclovir a dosis

estdndar y no se refieren nuevos episodios en la historia.

4.5.1.b. Pacientes VIH positivos

Revisamos 12 historias de pacientes VIH positivos con aislados de VHS

resistentes a aciclovir. Se selecciond como grupo control, un grupo de 12 pacientes

VIH positivos con aistamientos de VHS sensibles a aciclovir.

Las caracteristicas de ambos grupos quedan reflejadas en la tabla XX.
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TABLA X)X: Caracteristicas clinicas de los pacientes VIH positivos con aislados de
VHS resistentes a aciclovir y del grupo control.

ACV R ACV S
in=12) (n=12}
EDAD MEDIA (rango) 33 (21-52) 38 (27-586)
SEXO (V/IM) 6/6 9/4
MEDIA CD4/mm® {rango) 44 {6-160) 62 (4-306)
FACTOR DE RIESGO
- Homosexualidad 4 {33,3%) 4 (33,3%])
- Heterosexualidad 3 {25%;) 8]
- ADVP 5 (41,7%]) 5 (41,7 %)
- Desconocido 0 3 (25%)
TRATAMIENTO PREVIO CON ACV 11 {91,7%!} 1 {8.3%) p<0,001
TRATAMIENTO DE MANTENIMIENTO CON 7 (58,3%) 0 p<0,001
ACV
TRATAMIENTO INMUNQSUPRESOR 5 {41,7%) 0 p<0,01
VHS1/VHS2 2110 4/8
LOCALIZACION
- Oral-perioral 3 3
- Genitl-anal 8 8
- Diseminado 1 0
- Desconocida 0 1
DIAGNOSTICO DE SIDA PREVIO AL 12 11
AISLAMIENTO DEL VHS
EVOLUCION CON ACV
- Curacién 4 12
- Mejoria 1 0
- Cranificacién 5
- Empeoramiento z

Como se observa en la tabla, todos los pacientes VIH positivos con VHS

resistente a aciclovir tenian una cifra de CD4 menor de 200/mm?® y todos habian

padecido una enfermedad definitoria de SIDA {estadio C3). El 91,7% de ellos habia
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recibido tratamiento con ACV por otros episodios por VHS y mas de la mitad
estaba recibiendo aciclovir de mantenimiento en el momento en que se aislé el
VHS. En mas de la mitad de los pacientes las lesiones evolucionaron de una
manera torpida y ulcerativa hacia la cronificacién o empeoramiento, a pesar del

tratamiento con ACV.
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TABLA XXI: Datos de todastlas cepas de VHS estudiadas.

[mmm—————— e e e -

CASO N° ANO Ne ARCH SEXO  SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIPO ACV/PCVIFOS Clgp (ng/ml)
ACV/PCV/FOS

1 1991 823 H CARDICLOGIA TXC L. ORALES VHS 1] S/5/5

2 1991 3b4 M NEFROLOGIA TXR L. ORALES VHS 1 5/5/5 0,25/0,5/25

3 1991 249 H DERMATOLOGIA  DESCONOCIDA VESICULAS VHS 1 S/5/5

4 1991 285 H DIGESTIVO TXH L.B.A. VHS 1 S/8/5 0,12/0,1212,5

8 1991 364 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/8/8

6 1991 846 H DIGESTIVO TXH L. PALADAR VHS 1 S5/8/8

7 1991 697 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/S/S

8 1891 255 M INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/8/8 0,12/0,5/12,6

9 1992 473 M CARDIOLOGIA TXC EXUDADO VHS 1 S/S/S

10 1992 125 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. GLUTEO VHS 2 5/5/5 0,25/0,6/12,5

11 1992 215 H CARDIOLOGIA TXC L. PALADAR VHS 1 5/8/5

12 1992 684 H INFECCIOSAS VIH L. LABIO VHS 1 5/8/8

13 1992 668 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 2 S/S/5

14 1992 378 M MICROBIOLOGIA DESCONOCIDA L. ORALES VHS 1 /816

15 1992 581 H INFECCIOSAS VIH L. PERIANALES VHS 2 SI8/8 0,25/0,6/12,5

16 1992 275 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. FARINGEAS VHS 1 5/5/8 0,25/0,6/12,5

17 1982 829 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/R/S 1/5/12,5

18 1992 399 H MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. PERFANALES VHS 2 S/6/5

19 1992 730 M CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 S/8/5

20 1992 203 M INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 1 S/S/S
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TABLA XXI

{continuacion)
ﬂ

CASO N ANO N°® ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIFO ACV/PCV/FOS Clso (rg/mt)
ACV/PCV/FOS

21 1992 678 H CARDIOLOGIA DESCONOCIDA L. NARIZ VHS 1 S/5/5

22 1992 471 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. GENITALES VHS 2 5/8/8

23 1992 5b4 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S5/5/5

24 1992 470 M MICROBIOLOGIA  DESCONOQCIDA L. FARINGEAS VHS 1 5/5/5 0,25/0,6/6,25

25 1992 548 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. GENITALES VHS 2 S/S/S 0,12/0,12/3,12

26 1992 542 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA ULCERA VHS 1 S/8/5 0,12/0,12/3,12

27 1892 428 M DIGESTIVO TXH EXUDADO VHS 1 8/5/8 0,25/0,5/12,5

28 1992 226 M CARDIOLOGIA ENF CARDIACA L. INGUINALES VHS 2 S/8/8 0,12/0,12/3,12

29 1992 828 M INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 SI8/S

30 1992 472 M MICROBIOLOGIA  DESCCNOCIDA L. GENITALES VHS 2 S/5/8

31 1992 813 M INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 5/5/8

32 1992 475 H MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. FARINGEAS VHS 1 R/R/S 0.,5/2/6,25

33 1982 566 M INFECCIOSAS MIH L. GENITALES VHS 2 S/5/5 0,12/0,12/6,25

34 1992 740 H MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. GENITALES VHS 2 5/5/5 0,5/12112,5

35 1992 345 M MICROBIOLOGIA  DESCONQCIDA L. FARINGEAS VHS 1 5/5/5

36 1892 135 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 R/R/R =8/=8/100

37 1992 867 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 5/5/5 0,25/0,12/86,25

38 19982 831 M INFECCIOSAS VIH L. DEDCS VHS 2 R/R/S 4/4/3,12

39 1992 692 H INFECCIOSAS VIH L. ANALES VHS 2 R/R/S =8/4/6,25

40 1992 883 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/S/S

X,



TABLA XXI {continuacion)

X

CASO N°® ANO N® ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIPO ACV/PCV/FOS Clso {wg/ml)
ACV/PCV/FOS

41 1992 893 H NEUROLOGIA DESCONCGCIDA TEJIDO VHS 1 S/5/85 0,25/0,12/3,12

42 1892 685 H INFECCIOSAS ViH L. ORALES VHS 1 5/8/6

43 1992 120 M CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 R/R/S 2/2/6,25

44 1992 123 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 5/5/5 0,12/0,5/6,25

45 1892 154 M MICROBIOLOGIA  DESCONOQCIDA L. PERIANALES VHS 2 S/S/S

46 1892 892 H INFECCIOSAS ViH L. PERIANALES VHS 2 R/R/S 4/413,12

47 1992 343 H MICROBIOLOGIA  DESCONOQCIDA L. GENITALES VHS 2‘ S/8/5

48 1992 1566 M INFECCIOSAS VIH L. PERIANALES VHS 2 S/S/S

49 1992 1561 H DIGESTIVQ TXH L. PALADAR VHS 1 S/8/8

50 1992 18 H CARDIOLOGIA TXC L. LABIO VHS 1 S/8/8

51 1992 344 H MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. ESCROTO VHS 2 5/5/5 0,5/0,5/6,25

52 1992 882 H CARDIOLOGIA TXC EXUDADO VHS 1 S/8/8 0,12/0,12/6,25

53 1992 694 H INFECCIOSAS VIH L. PERIANALES VHS 2 S/5/8

b4 1992 536 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 S/8/5

bb 1992 93 M INFECCIOSAS VIiH L. GENITALES VHS 2 S/5/5

56 1993 864 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 R/R/S 2/2/3,12

57 1993 375 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. FARINGEAS VHS 1 S5/5/8

b8 1993 369 H INFECCIOSAS ViH L. GENITALES VHS 2 S/S/S

59 1993 807 H INFECCIOSAS VIH CRINA VHS 1 S/8/8 0,5/0,5/25

60 1993 361 H MICROBIOLOG!A  DESCONOCIDA L. GENITALES VHS 2 S/S/S

e



TABLA XXl {continuacion)

o

CASO N° ANO N°® ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SERCTIPQ ACV/IPCV/FOS Clsg {pg/ml)
ACV/PCV/FOS

61 1893 768 H ONCOLOGIA NEUTROPENIA L. ORAL VHS 1 S5/5/8

62 1993 759 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/5/S 0,12/0,12/6,25

63 1993 574 H NEUMOLOGIA EPOC L. GENITALES VHS 2 R/R/S 2/4/6,25

64 1993 718 M URGENCIAS DESCONOCCIDA L. ORALES VHS 1 5/5/8 0.12/0,25/6,25

65 1893 494 M C.O.T. CESCONOCIDA EXUDADO VHS 2 S/8/5 0,25/0,25/6,25

66 1993 696 M NEFROLOGIA SIND. DE LYELL EXUDADO VHS 1 S/S8/S

67 1993 630 M INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 1 S/8/8 0,5/1/25

68 1993 1 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 51515

69 1983 671 M ONCOLOGIA LLe EXUDADO VHS 1 S18/18

70 1993 608 H INFECCIOSAS VIH L. CUTANEAS VHS 1 S/5/8

71 1893 593 M DIGESTIVO TXH L. ORALES VHS 1 S/5/S 0,25/1/256

72 1993 578 M UcCl DESCONQOCIDA L. ORALES VHS 1 S5/5/8 0,12/0,25/12,5

73 1993 3N M CARDIOLOGIA TXC L. FARINGEAS VHS 1 S/5/8 1/1/3,12

74 1993 562 H INFECCIOSAS VIH L. DEDO VHS 1 S/5/5 0,5/1/3,12

758 1993 541 M INFECCIOSAS VIH L. PERIANALES VHS 2 S5/5/8

76 1993 500 H INFECCIOSAS VIH EXUDADC VHS 2 S/8/S 0,12/0,25/3,12

77 1993 726 H INFECCIOSAS VIH L. CUTANEAS VHS 1 5/8/8 0,12/0,12/3,12

78 1993 161 H INFECCIOSAS VIH L. CUTANEAS VHS 2 S/8/8

79 1993 143 H INFECCIOSAS VIiH L. GENITALES VHS 2 SIS/S

80 1993 388 H CARDIOLOGIA TXC EXUDADO VHS 1 S/5/8 0,25/0,5/25
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TABLA XX1 (continuacion)

|t

CASQO N° ANO N° ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROQTIPO ACV/PCV/FOS Clge {pg/ml)
ACV/PCV/FOS

81 1993 458 M CARDIOLOGIA TXC L. FARINGEAS VHS 1 S/5/5 0,12/0,25/12,5

82 1993 875 H CARDIOLOGIA TXC L. FARINGEAS VHS 1 S/5/5

83 1983 522 H CARDIOLOGIA TXC L. FAR|NGEAS VHS 1 S/8/S 0,25/0,5/3,12

84 1983 870 H INFECCIOSAS VIH L. GENJTALES VHS 2 S/8/S 0.25/1/6,25

B5 1993 580 H CARDIOLOGIA TXC L. FARINGEAS VHS 1 S5/8/8 0,25/0,5/6,25

86 1993 510 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 S/S/S

87 1993 646 H CARDIOLOGIA TXC L. FAR|NGEAS VHS 1 5/5/8

88 1993 700 M M. INTERNA DESCONOCIDA BIOPSIA TEJIDO  VHS 1 S/5/6

89 1993 841 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/5/S 0,25/0,12/25

90 1993 842 M INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 2 SI8/5

91 1993 849 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/8/8 0,25/0,5/12,5

92 1993 857 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/ISIS 0,12/0,12/3,12

93 1293 877 H INFECCIOSAS VIH L. ANALES VHS 2 S/8/8

84 1883 782 H MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA EXUDADO VHS 1 S/S/S

95 1993 715 M DIGESTIVO TXH LBA VHS 1 R/R/S 4/=8/3,12

96 1993 148 H INFECCIOSAS VIH LBA VHS 1 5/5/5

97 1993 315 H INFECCIOSAS VIH L. CUTANEA VHS 2 S5/

98 1993 128 M INFECCIOSAS VIiH L. ORALES VHS 1 S5/5/5 0,56/0,25/6,25

99 1893 247 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 5/5/5

100 1993 316 H INFECCIOSAS VIH L. PERIANALES VHS 2 5/5/5
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TABLA XXl {continuacion)
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CASQO N° ANO N® ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SERCTIPO ACV/PCV/FOS Clsg (ug/ml)
ACV/PCV/FOS

101 1993 145 H ucl DESCONQCIDA C.T. VHS 1 5/8/8

102 1983 111 H INFECCIOSAS VIH BIOP. ESOFAGO VHS 1 5/S/S

103 1993 271 H INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 2 S/8/8 0,25/0,25/12,5

104 1993 127 M INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/8/5 0,12/1/25

105 1993 52 H INFECCIOSAS VIH EXUDADOC VHS 1 S/8/8 0,5/1/25

106 1993 81 M INFECCIOSAS VIH EXUDADC VHS 1 S/S/S 0,25/0,56/25

107 1983 1956 H CARDICLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 5/5/5 0,12/0,5/6,25

108 1993 254 M INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 1 S/5/8

109 1993 114 H INFECCIOSAS VIH L. CUTANEAS VHS 2 5/5/8

110 1893 26 H CARDIOLOGIA TXC L. CRALES VHS 1 5/8/8 0,12/0,1212,5

111 1993 272 M uci DESCONQOCIDA EXUBADO VHS 1 5/8/8

112 1983 4 H CARDIOLOGIA TXC EXUDADO VHS 1 S/S/8 0,12/0,12/312

113 1993 124 H INFECCIOSAS VIH L. ANALES VHS 2 S/8/8 0,25/0,25/6,25

114 1993 301 H CARDIOLOGIA TXC L. FARINGEAS VHS 1 S/8/8

118 1993 310 M CARDIOLOGIA TXC L. FARINGEAS VHS 1 S/I8/S 0,25/0,25/3,12

116 1993 87 H INFECCIOSAS ViH L. GENITALES VHS 2 S/8/8

117 1983 596 M INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 1 5/5/8 0.5/0,5/256

118 1993 1186 H INFECCIOSAS ViH L. ANALES VHS 2 S/5/5

119 1994 1170 M INFECCIOSAS VIH ABSCESO VHS 1 S/S/S

120 1994 809 % INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 2 S/5/5
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TABLA XXI (continuaci6n)

| —

CAS0 N° ANO N® ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIPO ACV/PCV/FOS Clge {ug/ml)
ACV/PCV/FOS

121 1994 776 H ucl LINF. HODGKIN C.T. VHS 1 S/8/8

122 1994 1163 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA EXUDADO VHS 1 5/5/5

123 1994 1157 M INFECCIOSAS MIH EXUDADO VHS 1 S/SIS

124 1994 1163 H CARDIOLOGIA DESCONOCIDA L. FARINGEAS VHS 1 S/S/S

125 1994 1147 M NEUMOLOGIA ASMA L. GENITALES VHS 2 S/8/5

126 1994 839 H INFECCIOSAS VIH L.FARINGEAS VHS 1 S/8/5

127 1994 965 H MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. GENITALES VHS 2 S/8/5

128 1994 963 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/8/8

129 1994 960 H INFECCIOSAS ViH L. GENITALES VHS 2 5/5/8

130 1994 949 M MICROBIOLOGIA  DESCONGCIDA L. PIERNA VHS 1 S/R/S 1/2/12,5
131 1994 938 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/S/S

132 1984 847 M NEUROLOGIA DESCONOCIDA L. NASALES VHS 1 S5/5/8

133 1994 934 H INFECCIOSAS VIH L. PERIANALES VHS 2 5/5/5

134 1994 758 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 5/5/5 0,25/0,5/6,25
135 1994 814 M INFECCIOSAS VIH |.. ORALES VHS 1 S/S/5

136 1994 1013 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 SIS/S

137 1994 964 H NEFROLOGIA TXR EXUDADO VHS 1 S/8/6 0,12/0,6/12,5
138 1994 62 H CARDIOLOGIA TXC L. OREJA VHS 1 SISIS

139 1994 778 H INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 2 S/R/S 1/4/25
140 1994 840 H DIGESTIVO TXH L. ORALES VHS 1 S/8/S 0,12/0,25/6,25
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TABLA XXl {continuacion)

¥

CASO N° ANO N° ARCH SEXO  SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIPO ACV/PCV/FOS Clso {wrg/ml)
ACV/PCV/FOS

141 1994 113 M INFECCIOSAS VIH BIOPSIA PIEL VHS 1 R/R/S =8/>8/6,25

142 1994 257 M CARDIOLOGIA TXC L. FARINGEAS VHS 1 S/S/S

143 1994 1162 H INFECCIOSAS VIiH EXUDADO VHS 2 S/R/S 1/4/6,25

144 1994 1154 H INFECCIOGSAS VIH EXUDADC VHS 2 S/R/S 1/2/12,%

145 19%4 1127 H CARDIOLOGIA TXC L. NASALES VHS 1 S/5/8

146 1994 329 H CARDIOLOGIA TXC ORINA VHS 2 S/SIS 0,12/0,25/3,12

147 1994 324 H CARDIOLOGIA TXC ORINA VHS 2 S/8/8

148 1994 1123 H CARDIOLOGIA TXC L. FARINGEAS VHS 1 S/S/S

149 1994 88 H INFECCIOSAS VIH l.. PERIANALES VHS 2 Si8/8

150 1994 1156 H CARDICLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 S/8/8

151 1994 1159 H INFECCIOSAS VIH L. ANALES VHS 2 R/R/S =8/4/6,2b

152 1994 1110 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 S/8/5

163 1994 988 H CARDICLOGIA TXC CRINA VHS 1 S5/8/8

154 1994 8607 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/5/8 0,5/1/25

165 1994 1040 M DIGESTIVO TXH ORINA VHS 2 S/5/8

166 1994 628 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/8IS

187 1994 636 H INFECCIOSAS VIH L. ANALES VHS 2 5/5/8

168 1984 159 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 R/R/S =8/4/6,25

159 1994 961 H CARDIOLOGIA TXC EXUDADO VHS 1 SIS/S

160 1994 777 H M. INTERNA LINF. HODGKIN LBA VHS 1 S/8/8
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TABLA XXI {continuacion)
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CASO N° ANO N° ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIPC ACV/PCV/FOS Clse lwg/ml)
ACV/PCV/FOS

161 1984 962 H DIGESTIVO TXH L. CRALES VHS 1 S/8/5

162 1994 959 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/S/S 0,25/0,25/25

163 1994 702 M INFECCIOSAS VIH L. NASALES VHS 1 S/8/8

164 1994 756 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/8/5

165 1994 1112 H DIGESTIVO TXH LBA VHS 1 S/S5/S

166 1995 1345 H INFECCIOSAS VIH EXUDADOQ VHS 2 SIS/S

167 1995 1378 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 R/R/S 4/4/12,5

168 1995 1512 M REANIMACION CESCONOCIDA .. ORALES VHS 1 S/S/S

169 1895 1410 M INFECICOSAS VIH L. ORALES VHS 1 SIS/S

170 1995 1509 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/8/S

171 1985 1508 H MICRCBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. GENITALES VHS 2 S/8/8

172 1985 1455 M INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 1 5/5/5

173 1995 1276 H INFECCIOSAS VIH L. ANALES VHS 2 R/R/S 2/4/6,25

174 1995 1613 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. NASALES VHS 1 5/5/8

1756 19956 1259 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 R/R/S =8/=8/3,12

176 1995 1329 M ucl LUPUS L. CUTANEAS VHS 1 S/R/S 172112,5

177 1996 1456 M INFECCIOSAS VIH L. MANO VHS 2 R/R/R 2/=8/50

178 1985 1213 H INFECCIOSAS VIH LBA VHS 1 S/S/5

172 1995 1426 M INFECCIOSAS VIH L. ANALES VHS 2 R/R/S 4/2112,b

180 1995 1418 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S/8/8
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TABLA XXl (continuacién)
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CASQO N° ANO N° ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIPO ACV/PCV/FOS Clye {ug/mi)
ACV/PCV/FOS

181 1995 1417 H INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 2 S/ISIS

182 1995 1278 M INFECCIOSAS ViH L. ORALES VHS 1 R/R/S =8/=8/6,25

183 1995 1465 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 S/8/8

184 19895 1563 H CARDIOLOJIA TXC EXUDADO VHS 1 S/8/5

185 1995 1413 M DIGESTIVO TXH L. CUTANEAS VHS 1 S/5/S

186 1995 1419 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 S15/6

187 1985 1376 M INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 51518

188 1995 1511 H INFECCIOSAS VIH L. CUTANEAS VHS 1 S/8/8

189 1995 1341 M DIGESTIVO . TXH L. GENITALES VHS 2 R/R/S 1/2/3,12

190 1995 1454 H NEFROLOGIA TXR L. ORALES VHS 1 S/5/5 .

191 1995 1425 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 S/8/8

192 1995 1263 M CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 S/8/5

193 1985 1411 H CARDIOLOGIA TXC L. CUTANEAS VHS 1 5/8/8

194 1995 1342 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 5/5/8

195 1995 1379 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 5/5/6

196 19895 1301 H CARDIOLOGIA TXC L. ORALES VHS 1 5/8/8

197 1995 1361 H NEFROLOGIA TXR L. ORALES VHS 1 S/5/5

198 1995 1268 H CARDIOLOGIA TXC EXUDADO VHS 1 5/5/5

199 1985 1279 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/8/S

200 1995 1323 H REANIMACION DESCONOCIDA LBA VHS 1 S/S/S
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TABLA XXi {continuacion)
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CASO N° ANO N® ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIPO ACV/PCV/FOS Clee {eg/mi)
ACV/PCV/FOS

201 1995 1302 H INFECCIOSAS VIH L. GENITALES VHS 2 R/R/S =8/=8/6,25

202 1995 1289 M INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/8/8

203 1995 1406 H INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 1 S/8/5

204 1995 1325 H INFECCIOSAS VIH : EXUDADO VHS 1 S/8/5

205 1995 1458 M RECEPCION DESCCNOCIDA L. NASALES VHS 1 S/1S/S

206 1995 1287 H UcCl ENCEFALITIS C.T. VHS 1 S/8/8

207 1995 1271 M NEUROLOGIA DESCONOCIDA EXUDADO VHS 1 5/5/8

208 1995 1264 M PEDIATRIA IMPETIGO L. GENITALES VHS 2 S/8/5

209 1995 1262 M ONCOLOGIA NEOPLASIA EXUDADC VHS 2 S/5/5

210 1985 1261 H DERMATOLOGIA  DESCONOCIDA L. GENITALES VHS 2 5/5/5

211 1995 1260 M MICROBIOLOGIA  DESCONOCIDA L. GENITALES VHS 2 S/8/5

212 1995 1258 H INFECCIOSAS VIH L. ANALES VHS 2 S/8/5

213 1995 1286 H INFECCIOSAS ViIH L. CUTANEAS VHS 2 S/8/5

214 1995 1282 H INFECCIOSAS VIH EXUDADO VHS 1 5/5/8

215 1995 1396 H INFECCIOSAS VIH L. CUTANEAS VHS 1 R/R/R 4/=8/100

2186 1995 1405 M M. INTERNA DESCONOCIDA EXUDADO VHS 1 S/8/5

217 1995 1281 H INFECCIOSAS VIH BIOPSIA VHS 1 5/5/6

218 1995 1404 M INFECCIOSAS VIH EXUDADQ VHS 1 5/5/8

219 - 1995 1335 H PEDIATRIA DESCONOCIDA ORINA VHS 2 SI8/8

220 1995 1380 H INFECCIOSAS VIH L. CRALES VHS 1 S/5/5
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TABLA XXl (continuacion)
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CASO N° ANO N® ARCH SEXO SERVICIO ENF BASE MUESTRA SEROTIPO ACV/PCV/FOS Clse [ug/ml)
: ACV/PCV/FOS
221 1995 1385 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/8/8
222 1895 1381 M NEFROLOGIA DESCONOCIDA L. FARINGEAS VHS 1 S/S/S
223 1995 1371 H ONCOLOGIA NEOPLASIA L. GENITALES VHS 2 R/R/S 2/213,12
224 19956 1365 H INFECCIOSAS VIH L. NASALES VHS 1 S/5/5
225 1995 1364 H INFECCIOSAS VIH ABSCESO VHS 2 5/5/5
226 1995 1360 H INFECCIOSAS VIH ABSCESO VHS 1 5/5/S
227 1995 13556 H NEUROLOGIA DESCONCCIDA L. ORALES VHS 1 R/R/S 2/2/6,25
228 19856 1354 H INFECCIOSAS VIH L. ORALES VHS 1 S/S/S
229 1885 1377 H INFECCIOSAS VIH L. NASALES VHS 1 SIS/S

[ e e -

Caso N°: numero correlative de caso.

Afo: afio de aislamiento.

N° Arch: niimero con el que esta clasificado en la base de datos del Laboratorio de Virologfa del HGUGM.

Sexo: H=hombre, M =mujer.

Servicio: UCl =unidad de cuidados intensivos, C.0.T.=cirugia ortopédica y traumatologia, M.Interna=medicina interna.

Enf Base: enfermedad de base. TXC =transplante cardiaco, TXH =transplante hepético, TXR=transplante renal, VIH= infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana, EPOC =enfermedad pulmonar obstructiva crénica, Sind.=sindrome, LLC =leucemia linfocitica crénica, Linf.=linfoma.
Muestra: L. =lesiones, LBA =lavado broncoalveolar, Ex. =exudado, C.T.=catéter telescopado, Biop.=biopsia.

ACV/PCV/FOS: sensibilidad in vitro a aciclovir/penciclovir/foscarnet obtenida en células Vero. S=sensible, R =resistente.

Cl,, (ug/mb) ACV/PCV/FOS: concentracién inhibitoria 50 en ug/ml de aciclovir, penciclovir y foscarnet, realizada en células Vero.



TABLA XXII: Datos relevantes de las Historias revisadas.
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CASO N° ARCH SEXO ACV EDAD VIH cb4a F. RIESGO TTO. ACV TTO. TT0. TTO. ACV LOCALIZACION SIDA EVOLUCION
PREVIO MANTENIMIENTO INMUNOSUPRESOR
CON ACV
1 692 v R 48 Sl 80 HOMO sl NG St sl GENITAL sl CURACION
2 1113 M R 28 ]| 38 ADVP Sl Sl NO Sl LABIO Sl MEJORA
3 1426 M R 35 Sl 12 HETERG Si NO NO Sl GENITAL SI EMPEORA
4 1159 H R 52 Si 160 BISEX Si Sl Sl Si GENITAL st CRONIFICA
5 1278 H R 356 Sl 8 ADVP S| NO NO Sl GENITAL sl CRONIFICA
5] 1302 H R 40 Si 22 BISEX Sl Sl NO sl GENITAL Sl CRONIFICA
7 831 M R 29 Bl 33 ADVP 8l sl NO sl GENITAL Sl CRONIAICA
8 1278 M R 24 Sl 62 ADVP Sl NO NO Sl ORAL Sl CURACION
9 864 M R 24 sl 25 - NO sl Sl Sl DISEMINADC Sl EMPEORA
10 159 H R 21 St 45 - St St NO Sl PERIANAL Sl CURACION
11 1458 M R 29 Sl 38 ADVP Sl Sl NO Sl LABIO sl CRONIFICA
12 B892 H R 33 Sl 6 HOMO Sl NO Sl Sl PERIANAL £l CURACION
13 574 H R 77 NO - - NO NO sl ]l GENITAL NO CURAGION
[EPCC)
14 120 M R 61 NO - - NG NO Sl Sl ORAL NO CURACION
(TXC)
15 715 M R 29 NO -— -—- NO NG St Sl ORAL NO CURACION
{TXH}
16 114 H S 31 sl 28 HOMO NO NO NG Sl PERIANAL 51 CURAQION
17 758 M S 43 Sl 31 ADVP NO NO NO Si GENITAL 8l CURACION
18 867 H S 28 St 21 . NO NO NC Sl GENITAL Sl CURAQION
18 813 M S 656 Si 92 - NO NO NG Sl ORAL Sl CURACION
20 963 M S 39 Sl 306 ADVP NO NO NO Sl GENITAL NC CURACION
21 778 H S 49 Sl 27 HOMO NO NO NO Sl PERIANAL Sl CURACION
22 1376 M S 27 sl 4 ADVP NO NO NO Si GENITAL St CURACION
23 1418 H 5 40 Sl 30 ADVP NO NO NO sl GENITAL 8l CURACION
24 1417 H S 32 Sl 30 - NO NO NO sl DESCONOCIDA 5l CURACION

e — e



TABLA XXIl {(continuacion)

CASO N° ARCH SEXO ACV EDAD VIH cDh4 F. RIESGO TTO. ACV T70. TTO. TTO. ACV LOCALIZACION SIDA EVOLUCION
PREVIO MANTENIMIENTO INMUNOSUPRESOR
CON ACV
25 960 H 5 28 Sl 30 -- NO NO NO Sl GENITAL Sl CURACION
26 1282 H S 36 SI 55 ADVP S| NO NO Si ORAL Sl CURAGION
27 938 H S 45 Sl 30 HOMO NO NO NO NO NASAL Sl CURAQION

Caso n®: nGmero correlative de caso,
Arch: ntimero con el que esta clasificada la ficha del paciente en el archive del Laboratorio de Virclogia del HGUGM.
Sexo: H=hombre, M=mujer

ACV: sensibilidad in vitre &l aciclovir: S =sensible, R =resistente.
VIH: indica si el paciente est4 infectado por el ViH o no.

CD4: se indican los CD4/mm?® en el momento del brote herpético.
F. Riesgo: se indica el factor de riesgo para la infeccion por VIH. HOMO =homosexual, HETERO =heterosexual, BISEX =bisexual, ADVP =adicte a drogas por via parenteral, - =desconocido,
TTO. ACV PREVIO: tratamiento previo con aciclovir.

TTO. MANTENIMIENTO CON ACV: tratamiento de mantenimiento con asiclovir,

TTO. INMUNOSUPRESOR: tratamiento inmunosupresor.,

TTO. ACV: tratamiento con aciclovir del brote actual.

SIDA; diagnostico de SIDA previo al brote herpético,




5. DISCUSION



En los ultimos afios ha habido un interés creciente por la determinacioén
de la sensibilidad a antivirales de los virus y por la capacidad de éstos para
crear resistencias. En este tema ha levantado gran interés la aparicion de
resistencias en los virus de la familia Herpesviridae, ya que se trata de uno de
los pocos grupos de virus frente a los que se cuenta con antivirales
especificos y efectivos. Desde hacia tiempo se conocia que se podian aisiar
herpesvirus resistentes a antivirales en cultivos celulares *?, pero éste era un
hecho del gque no se tenia constancia que ocurriera /n vivo, hasta que Hirsch
y col. publicaron en 1989 un editorial en la prestigiosa revista The New
England Journal of Medicine titulado "Resistance to antiviral drugs: the end

of innocence" ¥

en el que se hacia eco de lo que parecia ser un problema
incipiente, que era la aparicién de cepas clinicas de virus de la familia
Herpesviridae resistentes a antivirales. Desde entonces han proliferado las
comunicaciones de aislados clinicos de Herpesviridae resistentes a antivirales,
asi como revisiones sobre el tema que ponen de manifiesto la importancia de
este heChO 10,22-24,27,38,53-565,61,62,83,101,102,116,122,123,130-135,148,164,168 , tanto de VHS,
como de CMV, EBV y VVZ. Este problema no se limita a los miembros de la
familia Herpesviridae, sino que ocurre también en otras familias de virus para
los que el tratamiento de eleccién no es tan especifico, tal es el caso conocido
por todos del VIH y su capacidad de hacerse resistente a los farmacos

antirretrovirales normalmente utilizados para combatirlo.

A pesar de esto no existen estudios que analicen todos los aislados de
VHS de un hospital general y que den idea de la importancia real y actual del

problema, ya que la mayorfa de articulos analizan casos aislados o bien
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estudian los aislados de algin grupo de poblacién muy concreto
24,38,69,123,131,132,133,134

5.1. DATOS GENERALES

La falta de estudios espafoles y extranjeros que analicen de manera
global la evolucién de los aislados de VHS en el tiempo hace que no se
disponga de una informacién real de la importancia de las infecciones por VHS
en el ambito hospitalario. De todas formas, es importante resenar que los
resultados de este estudio probablemente no se correspondan al 100% con
las infecciones por VHS del ambito hospitalario, ya que no se solicita
habitualmente cultivo de virus de todas las lesiones sugerentes de infeccién

por VHS, quedando muchas de ellas diagnosticadas clinicamente.

A pesar de ésta limitacién, si se puede establecer una correlacion entre
aislados de VHS en el laboratorio respecto a la cantidad de muestras
procesadas en el Servicio de Microbiologia y respecto al némero de ingresos
hospitalarios, lo que nos da una idea aproximada de lo que representa la
infeccidon por VHS en el marco general del hospital y del Laboratorio de
Microbiologia. En este caso, se obtienen 401 muestras con VHS en el periodo
de estudio {1991-95), lo que significa que en 0,7 de cada 1.000 muestras
enviadas al laboratorio durante ese periodo se consiguié detectar la presencia
de VHS por alguno de los medios diagndsticos. A excepcion del afio 1991,
ano en el que comenzd su labor el Laboratorio de Virologia del HGUGM, se
obtienen valores similares de aislados de VHS por 1.000 muestras enviadas
al Laboratorio de Microbiologia (0,70-0,95) cada afo, sin que haya una

tendencia clara, ya que el minimo fue en 1993 (0,70} y el maximo se obtuvo
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en 1994 (0,95).

En lo relativo a la cantidad de muestras en las que se detecta la
presencia de VHS en funcién del ndmero de ingresos hospitalarios, en el
periodo 1992-1995 no se observé igualmente ninguna tendencia, pareciendo
que se estd en una situacion estable, al igual que en cuanto a las muestras
totales recibidas en el Servicio de Microbiologia y las procesadas en el

Laboratorio de Virologia.

Estos datos parecen ser razonables, aungue no se hayan podido
comparar con datos similares de la literatura, si tenemos en cuenta que hay
estudios que indican que aproximadamente entre el 0,65 y el 15% de los
aduitos pueden estar eliminandoe VHS-1 o VHS-2 en un momento dado,

aunque no tengan sintomatologia de infeccién herpética **°.

Respecto a la distribucidon por muestras, se distinguen dos grupos
mayoritarios, orofaringeasy genitales-analesquerepresentan, respectivamente
el 47,0% vy el 37,8% de todas las muestras identificadas correctamente
(n=302). Estos datos se corresponden con o reflejado en la literatura, ya que
la mayoria de infecciones recurrentes por VHS son herpes labiales y herpes
genitales'®® y, evidentemente, la mayoria de cultivos e inmunofluorescencias

directas positivos son de muestras procedentes de estas localizaciones.

Observando los resultados del serotipado de los aislados de VHS
aislados en el Servicio de Microbiologia del Hospital General Universitario
"Gregorio Marafién", se ve que el 56,1% (n=225) fueron del serotipo 1, el
34,7% del serotipo 2, y hubo un 2,2% de cepas que quedaron sin tipar por

diversos motivos. La distribucidén por muestras de los serotipos coincidié con
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lo descrito en la literatura *

, ¥ es que solamente en el 0,4% (n=1) de las
muestras con VHS-1, éste fue aislado a partir de muestras genitales-anales
mientras que el VHS-2 fue aislado en el 81,3% a partir de muestras genitales.
Entre las muestras con VHS-2 cabe esperar que el porcentaje de aislamientos
de muestras genitales sea un poco mayor, ya que en el 13,7% (n=19) de las
muestras con VHS-2 no se pudo determinar el origen exacto al no estar

indicado en la peticidon original de cultivo de virus.
5.2. ELECCION DE LOS ANTIVIRALES ESTUDIADOS

Como se indica en material y métodos, se estudid la sensibilidad de los

aislados de VHS a aciclovir, penciclovir y foscarnet.

E! aciclovir se eligié por ser actualmente el tratamiento de eleccion en
los casos de infeccién grave o recurrente por VHS. El foscarnet se eligid por
ser el fdrmaco alternativo en el caso de infecciones por VHS resistentes a
aciclovir. Ademas, es con estos dos antivirales con los que se han hecho la

inmensa mayoria de estudios de sensibilidad de VHS.

El penciclovir se eligié por su novedad en el mercado, ya que se
introdujo en 1995, aungue como tratamiento para el zéster, y porque habia
estudios que indicaban su actividad, al menos in vitro, frente a aislados de
VHS '8, A pesar de tratarse de otro analogo de nucledsidos con el mismo
mecanismo de accién y, previsiblemente, con las mismas tasas_de resistencia

en aistados de VHS que el aciclovir, se decidié su inclusidon en el estudio.

No se introdujeron otros antivirales conocidos, debido a su nulo uso
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clinico en el tratamiento de las infecciones por VHS, tal es el caso de la
vidarabina, que no se usa en Espafa, y del ganciclovir, cuya indicacion es el
tratamiento de las infecciones por CMV ya que es menos activo que el

aciclovir frente a VHS.

5.3. COMPARACION DE LOS METODOS USADOS

En primer lugar, lo gue se hizo fue poner a punto el método de
deteccidn rapida de resistencias, protocolo cedido por el Dr. Antonio Tenorio,
del Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias,
Centro de Salud Carlos lll, Majadahonda, Madrid. Para ello se comenzd
determinando la sensibilidad de los aislados de VHS, elegidos de manera
aleatoria por éste método y por el método tradicionalmente considerado como
estandar, el método de reduccidén de placas, siguiendo el protocolo de la
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Sociedad Americana de Microbiologia (ASM) y adaptandolo para su
realizacion en placas estériles de 96 pocillos. En ambos protocolos se indicaba
que las células sobre las gque se debia determinar la sensibilidad eran células
Vero. Ademads, todas las cepas de VHS que mostraron resistencia a alguno de
los antivirales estudiados mediante el método rapido fueron sometidas a
estudio de sensibilidad mediante el método de reduccidn de placas. De esta
manera se estudiaron 84 aislados clinicos de VHS, entre los que estaban
incluidos todos los resistentes {(n=32) y un grupo de VHS sensibles a todos

los antivirales estudiados (n=52).

De este estudio se conciuyé que la técnica rapida de deteccidon de
resistencias en aislados clinicos de VHS es una técnica vélida, mostrando,

para el aciclovir y el penciclovir, unos valores de especificidad, sensibilidad,
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valor predictivo positivo y valor predictivo negativo mas que aceptables. En
el caso de! foscarnet, aunque en el apartado de resultados se indica que se
obtuvieron unos valores del 100% para todos estos parametros, en realidad
estos valores no son significativos ya que sélo hubo 3 cepas resistentes a este
antiviral, si bién las tres se detectaron por los dos métodos y no hubo ninguna

discrepancia.

Las ventajas que aporta el método rdpido respecto al método estandar
son principalmente la mayor sencitlez y el menor tiempo requerido tanto para
su realizaciéon como para la lectura e interpretacion de resultados. Otro punto
favorable de éste método rapido frente al ERP es que, al ser un método
cualitativo en vez de cuantitativo, es mucho més reproducible, y es esta falta
de reproducibilidad uno de los grandes inconvenientes de la mayoria de los
métodos de deteccidn de resistencias a antivirales. Todo esto es debido a que
solo es necesario comparar el crecimiento de las diferentes diluciones del
inéculo del virus en presencia de una concentracion fija de cada antiviral
{concentracién considerada como punto de corte de resistencia en el método
estandar) con el crecimiento de las diluciones del in6culo del VHS sin ningdn
antiviral. El tiempo requerido para realizar el método rapido es de b dias. En
el caso del método de reduccién de placas, por el contrario, hay que realizar
una titulacién previa del inécuio de VHS, lo que dura aproximadamente unos
5 dias, ajustar el indculo a 200-400 UFP/mI, inocularlo en presencia de
distintas concentraciones de antivirales, e incubarlo ~durante 3 dias.
Posteriormente, en la lectura de las placas hay que contar el nimero de placas
formadas en cada pocilio, y luego, por andlisis de regresién lineal hay que

calcular la Clg,. Todo ello puede llevarnos 2 semanas de trabajo.
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Sin embargo, no todo son ventajas para el método rapido. La desventaja
clara respecto al método de reduccidén de placas es que éste Ultimo aporta el
dato de la concentracién inhibitoria 50 (Cl;,) y también, si se desea, la Clgy ¥y
la Clgg, mientras que el método rapido sélo nos informa sobre si la cepa en
estudio es sensible o resistente al antiviral al que se le enfrenta. De todas
formas, esta informacidn, en el ambito hospitalario es suficiente, ya que fo que
se busca es conirolar que el tratamiento esté correctamente instaurado, de
tratar de preveer posibles fallos terapéuticos o bien conocer si una posible

resistencia a antivirales in vivo se corresponde con una resistencia /in vitro.

Con todos estos datos se decidié seguir el estudio utilizando la técnica
de deteccién rapida de resistencias, por otra parte utilizada ya por otros
grupos espafoles '*°, como método de despistaje, y nos planteamos que todo
aislado que mostrarse alguna resistencia deberia confirmarse usando otra
técnica, en nuestro caso, la técnica elegida como confirmatoria fue la estandar

de reduccidn de placas.

5.4. DATOS GENERALES DE LA MUESTRA ESTUDIADA

Como se ha indicado en los resultados, se ha estudiado la sensibilidad
de 229 aislados. A pesar de que esta cifra representa el 57,1 % de todas las
muestras en las que se detectd VHS en este periodo de tiempo, el nimero de
aislados estudiado es uno de los mas grandes de toda la literatura sobre el que
se ha realizado un estudio de sensibilidad a antivirales de aislados clinicos de
VHS, incluyéndose en ellos, de manera sistematica todos los aistados de VHS,
con las excepciones indicadas anteriormente, ya que la mayoria de estudios

de sensibilidad de VHS se refieren bien a una cepa concreta o a cepas
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procedentes de un grupo muy concreto de pacientes 8545812331

l.as cepas estudiadas parecen unamuestrarepresentativa de la totalidad
de VHS aislados en el Laboratorio de Virologia tanto desde el punto de vista

del origen de los aislados, del serotipo asi como de |a distribucion por afios.

En el apartado de resultados se ha hecho hincapié en la distribucion de
los aislados segun si provenian o no de pacientes infectados por el VIH, ya
gue el grupo de pacientes VIH positivo es el grupo mayoritario y va a tener

gran importancia en los resultados y discusidn posteriores.

5.5. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE SENSIBILIDAD

Los 229 aislados a los que se les realizd el estudio de sensibilidad
correspondieron a 219 pacientes, lo que indica que practicamente no existen
muestras repetidas de un mismo paciente, hecho que puede atribuirse a que
la mayoria de veces la infeccidn por VHS queda diagnosticada Gnicamente de
manera clinica ya gque las lesiones son muy sugerentes de infeccion herpética
y, habitualmente, no son infecciones graves. Debido a que practicamente no
hay muestras repetidas de pacientes, todos los datos de sensibilidad se han
expresado respecto al nidmero de aislados, aunque en la practica se podria

extrapolar al nimero de pacientes.

De las 32 cepas que presentaron algan tipo de resistencia, 23 fueron
resistentes a aciclovir, lo que supuso aproximadamente el 10% del total de
cepas estudiadas, ademds todas estas cepas fueron resistentes a penciclovir,

lo que parece légico, ya que aciclovir y penciclovir son analogos de
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nucledsidos que requieren la fosforilacidn por la timidin quinasa virica para
transformarse en el derivado trifosfato que es el metabolito verdaderamente
activo. Al tener el mismo mecanismo de accién la actividad de ambos se ve

alterada si se producen mutaciones a nivel de la timidin quinasa virica %%,

Entre las 23 cepas resistentes a aciclovir hay 3 (1,31% del total) que
fueron resistentes a aciclovir, pencictovir y foscarnet. El que aparezcan en
éstos aislados resistencias miultiples es I6gico si se piensa que la resistencia
a foscarnet es debida a alteraciones de la ADN polimerasa virica y que éstas
alteraciones generalmente llevan consigo la aparicion de resistencias a
aciclovir y foscarnet y, aungue posible, las resistencias exclusivas a foscarnet
son extremadamente raras °'. Entre estas 3 cepas hay una que en realidad, si
se aplican exactamente los criterios de la ASM, tendria sensibilidad intermedia,
ya que por el método de reduccién de placas tuvo una Clg, para éste antiviral
de 50 pg/mil y segun la ASM entre 50 y 100 wug/m! debe considerarse
sensibilidad intermedia al foscarnet. De todas formas, se reviso la historia de
este paciente {Tabla XXII, caso n°11) y se vid que existio fallo terapéutico con
aciclovir y que no mejoraba con tratamiento con foscarnet, de tal forma que
evoluciond hacia la cronificacién. Por este motivo se decidio incluir esta cepa

dentro de las cepas resistentes a foscarnet.

Un resultado que puede llamar la atencién es la presencia de 6 aislados
de VHS que fueron resistentes Unicamente a penciclovir. Este dato, que en
principio no parece légico, ya estaba descrito por el propio laboratorio
farmacéutico que comercializa el famciclovir {profarmaco del penciclovir} e
indicaba que puedia ser debido al metabolismo de las células Vero utilizadas

para la determinacién de la sensibilidad in vitro. Se decidié comprobar este
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dato y se determinind la sensibilidad in vitro de estos aislados por el método
rapido y por el método de reduccién de placas pero utilizando fibroblastos de
pulmén de feto humano (células MRC-5). Se utilizaron estas células ya gque,
ademéas de estar disponibles en el laboratorio, son las células sobre las gue se
han realizado la mayorfa de estudios con penciclovir °®, Los resultados de esta
comprobacién indicaron que todas estas cepas resistentes a penciclovir, si se
determinaba la sensibilidad sobre cétulas MRC-5 se mostraban sensibles. Esto
se explica ya que en células MRC-5 la vida media intracelular del penciclovir

es mayor que en células Vero °®

, con lo que se alcanzan concentraciones
intracelulares de penciclovir mayores que si se utilizaran células Vero, que son
las indicadas en los procedimientos para determinacion de sensibilidad a

antivirales mejor estandarizados 7%'%*1%¢

. Este hecho, que ilustra la influencia
de la linea celular en los estudios de sensibilidad a antivirales, hecho
previamente descrito, también nos da idea de la falta de estandarizacion que
existe hoy dia en estos métodos, ya que si bien en este estudio se utiliza una
metodologia recomendada por una sociedad microbiolégica de gran prestigio,
cualquier modificacién en la linea celular puede llevar a la obtencion de
resultados diferentes. Es por todo esto que lo mas recomendable seria
determinar Unicamente la sensibilidad a aciclovir y foscarnet de los aislados de
VHS, ya que los métodos para su realizacion parecen estar mas aceptados
mundialmente y se realizan en la misma linea celular. Ademas, los dos
farmacos estan indicados en el tratamiento de las infecciones por VHS, el
primero es el tratamiento de eleccion hoy dia y el foscarnet es el tratamiento
indicado en las infecciones por VHS resistentes a aciclovir. Sin embargo, el
caso del penciclovir es diferente, ya que aunque se muestre activo in vitro e
in vivo frente a VHS, entre las indicaciones del profarmaco oral aprobado en

Espana {famciclovir), no estd el tratamiento de las infecciones por VHS.
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Ademads, de determinarse la sensibilidad de VHS frente a este farmaco, seria
conveniente realizarla en células MRC-b, o si, por estandarizacién del método,
se realiza junto al aciclovir en células Vero, en los casos de discrepancias, se
deberia comprobar la sensibilidad a penciclovir en células MRC-5. En
conclusidn, segln este estudio, los resultados de sensibilidad a aciclovir serian
extrapolables a los del penciclovir, ya que ia sensibilidad a uno y otro antiviral
coincidia al 100% una vez determinada la sensibilidad a penciclovir en la linea
celutar MRC-5. En este caso no seria necesario determinar la sensibilidad /in

vitro a penciclovir y bastaria con determinarla a aciclovir.

Si se analizan los resultados de sensibilidad obtenidos segun el serotipo
de los aislados y el origen de las muestras, se ve gque las cepas resistentes a
aciclovir y penciclovir fueron 6 VHS-1 de localizacidon principalmente
orofaringeay 14 VHS-2 de las que todos eran de localizacién gential-anal. Las
resistentes a los tres antivirales probados fueron 2 VHS—‘l.y 1 VHS-2. Ya en
otros estudios '®%, se indica que se aislan mas cepas de VHS resistentes a
aciclovir de las lesiones herpéticas de zonas genitales y perianales que de

otras zonas.

La mayor diferencia de sensibilidad se encuentra al analizar los
resultados en funcidn de si el aislado proviene de pacientes infectados por el
VIH o no. En este caso se obtiene un porcentaje de cepas resistentes a
aciclovir y penciclovir del 10,5% para cepas procedentes de pacientes
infectados por el VIH, y del 6,7% para las cepas de pacientes no infectados
por el VIH, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Este dato
resulta muy valido para poder entender la importancia de los aislados de VHS

en un hospital general en el gue los pacientes infectados por VIH constituyan
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un elevado ndmero, ya que, seglin este estudio, tienen mas riesgo que otros

de padecer infecciones por VHS resistentes a aciclovir.

5.6. ESTUDIO DE LAS HISTORIAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON
AISLADOS DE VHS RESISTENTES A ACICLOVIR

Para ver las caracterfsticas clinicas de estas infecciones, se decidid
revisar las historias clinicas de los pacientes con aislados de VHS resistentes
a aciclovir y que estaban, ademas infectados por el VIH, ya que suponian la
mayoria de los aislados de VHS resistentes. Como grupo control se
seleccionaron otros pacientes también infectados por el VIH pero con

infeccidn por VHS sensible a aciclovir.

Como se observa en los resultados, se ve que existen diferencias muy
claras entre ios dos grupos y que un factor que se asocia a la presencia de
VHS resistentes es el haber padecido previamente otras infecciones por VHS
que hayan sido tratadas con aciclovir, ya que ni la cifra de linfocitos CD4 ni
la localizaciéon estaban relacionadas. Existen articulos que indican que la
localizacion del brote puede estar relacionada con la aparicién de VHS
resistente, pero no asi el serotipo del aistado '*°. En nuestro caso no aparece

una asociacion clara en este sentido.

Segun el presente estudio, las infecciones por VHS resistentes a
aciclovir evolucionan en mayor medida de manera térpida, provocando
lesiones de importancia en un 58,3% de los pacientes, mientras que en el
grupo de pacientes con aislados sensibles todos evolucionaron hacia la

curacion. Esto es l6gico ya que en los pacientes con aislados resistentes, el
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aciclovir que se instaura como tratamiento no afecta al VHS, de manera que
éste va a seguir su curso natural haciendo que las lesiones vayan
evolucionando o bien remitan espontaneamente. El porcentaje de infecciones
graves en este grupc es elevado, ya que se trata de pacientes muy
inmunodeprimidos por la infecciédn por el VIH y, en muchos casos, por
tratamientos con corticoides u otros inmunosupresores. El estar recibiendo
tratamiento con corticoides u otros farmacos inmunosupresores es otro factor
que aparece en este estudio como factor de riesgo para tener VHS resistente
a aciclovir, ya que producen una inmunosupresién mayor a la propia de ia
infecciéon por VIH, poniéndonos en una situacién similar a la de los
transplantes de médula 6sea, que en otros estudios son el grupo mayoritario
con infeccién por VHS resistentes a aciclovir ®*. En este estudio no hay ningtn
paciente transplantado de médula dsea ya que este tipo de transplantes no se

realizaba en este hospital durante el periodo de estudio.

Los datos de este estudio no se pueden comparar con muchos estudios
similares, ya que, realizando diversas buUsquedas bibliograficas sdio se ha
encontrado el estudio llevado a cabo por Englund y cols. ®** en 1990, que
estudia los aislados de VHS en un centro de asistencia terciaria en
Minneapolis, EEUU, otro de Safrin y cols. "%, que estudia la relacién in vitro-in
vivo de los resultados de sensibilidad de VHS en pacientes infectados por el

VIH y un estudio espafiol realizado por Gimeno y cols. .

Englund y cols. estudian la sensibilidad, sélo a aciclovir, por otro
método rapido de deteccidon de resistencias basado en el método Hibriwix®,
descrito en la introduccién, en aislados de 207 pacientes. Detectan una tasa

de VHS resistentes a aciclovir del 3,38%. Al desglosar esta resistencia por el
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tipo de pacientes, obtuvieron un 4,7% de VHS resistentes a aciclovir en los
pacientes inmunocomprometidos y un 0% en inmunocompetentes. Ademas,
todos los pacientes con aislados de VHS resistentes hablan recibido
tratamiento con aciclovir. Estos resultados, que parecen muy diferentes a los
obtenidos en el presente estudio, no lo son tanto, ya que si se analizan més
profundamente los resultados de Englund y cols. se observa que la poblacién
infectada por el VIiH representa sélo el 6,8% (n=14) del total. El mayor
porcentaje de resistencias lo obtiene Englund en los aislados de pacientes
transplantados de médula 6sea, en los gque los VHS resistentes a aciclovir

representan el 14%.

Safrin y cols. estudian 243 aislados de VHS procedentes de 115
pacientes infectados por el VIH, en los que se aislé VHS resistentes a aciclovir
en el 66% de los pacientes. Safrin y cols. postulan que en las lesiones
herpéticas de pacientes inmunocomprometidos y, especialmente, de pacientes
infectados por el VIH, tienden a predominar las cepas de VHS resistentes a
aciclovir, que provocan infecciones ulcerativas y progresivas a pesar del
tratamiento con aciclovir. Es precisamente en estos pacientes en los que
aparecen la mayoria de aislados resistentes a aciclovir, con las complicaciones
que ello conlleva, afadidas a los problemas de base de los pacientes

inmunocomprometidos.

Gimeno y cols. estudian la incidencia y significacién clinica de los VHS
resistentes a antiviraies en 198 pacientes inmunocomprometidos, obteniendo
una tasa de resistencia a aciclovir del 9,9%, no detectando ninguna cepa de
VHS resistente a foscarnet. Al igual que en este estudio, el grupo de pacientes

en los que se detecté una mayor tasa de cepas resistentes a aciclovir fue el
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de los pacientes infectados por el VIH {15,1%) frente al 6% obtenido en el
resto de pacientes {todos ellos transplantados}. En este estudio tampoco se
incluyd ningdn paciente transplantado de médula d6sea. En el estudio de
Gimeno vy cols. el 39% de los pacientes infectados por VHS resistentes a
aciclovir tenian una infeccidén herpética que evolucionaba hacia la cronificacion
o0 empeoramiento. Este estudio tiene el valor de gue, junto con nuestro
estudio, son los dnicos grandes estudios de sensibilidad de VHS realizados en
hospitales espafoles, en el caso del estudio de Gimeno y cols. en el Hospital

Universitario "Doce de Octubre”, de Madrid.

Con todo esto, parece légico pensar que dependiendo del tipo de
hospital y de los pacientes a los que se trate debe ser interesante el estudio
de sensibilidad de los aisiados de VHS. En el presente caso, en el Hospital
General Universitario "Gregorio Maranén”, no parecerialégico, a la vista de fos
resultados y a fa rentabilidad de la técnica, realizar la determinacion de la
sensibilidad de manera rutinaria a todos los aislados de VHS. Parece més
légico pensar que estos estudios de sensibilidad deberian hacerse
exclusivamente con aislados seleccionados de pacientes VIH positivos o
inmunodeprimidos en los que exista un mayor riesgo de infeccién por VHS
resistentes a aciclovir o bien en pacientes en los que una evolucion térpida de
las lesiones herpéticas haga sospechar la presencia de VHS resistente a
aciclovir. Teniendo esto en consideracién, lo razonable en el medio donde se
ha realizado este estudio seria determinar la sensibilidad a todos los aislados
de VHS de los pacientes con infeccién por VIH avanzada, mientras que en el
resto de pacientes sélo en el caso de infecciones que respondan mal al

tratamiento.
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De todas formas, aunque no se determine la sensibilidad de manera
rutinaria por diversas causas, es importante saber de la existencia de estos
aislados de VHS que son resistentes al tratamiento habitual y que pueden
evolucionar mal, asi como saber que su cifra en pacientes VIH no es
despreciable. De manera que ante una infeccién por VHS que no responda al
tratamiento, especialmente si se trata de un paciente inmunodeprimido, hay
que pensar en la posibilidad de que se trate de una infeccion por VHS
resistente a aciclovir, en las que actualmente la Unica alternativa terapéutica

es el foscarnet.
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6. CONCLUSIONES



1. La deteccién de virus herpes simplex en el Hospital General
Universitario "Gregorio Marafién" se ha mantenido estable en los Gitimos
afnos, presentando una tasa media de 1,70 VHS por cada 1.000 ingresos
hospitalarios y de 0,70 VHS por cada 1.000 muestras enviadas al

Laboratorio de Microbiologia.

2. El método de deteccién de resistencias a antivirales propuesto en este

estudio es un método vélido para su aplicacidn rutinaria en laboratorios

de virologia clinica.

3. En el Hospital General Universitario "Gregorio Marafién" la tasa global

de cepas de VHS resistentes a aciclovir es del 8,73% y a foscarnet del

1,31%.

4. Todas las cepas resistentes a aciclovir lo fueron también a penciclovir.

5. Todas las cepas resistentes a foscarnet lo fueron también a aciclovir

y a penciclovir.
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6. E! estudio de sensibilidad de VHS a antivirales debe incluir aciclovir y
foscanet como minimo. Si se estudia la sensibilidad a penciclovir se debe
confirmar la existencia de cepas resistentes realizando la determinacion

de sensibilidad sobre fibroblastos.

7. El grupo de pacientes en donde se ha detectado mayor tasa de
aislados de VHS resistentes a aciclovir fue el de pacientes infectados por
el VIH en los que esta tasa fue del 10,48% frente al 3,81% obtenida

para el resto de pacientes.

8. Las infecciones por VHS resistentes a aciclovir en los pacientes
infectados por el VIH tienen una evolucidn térpida en mas de la mitad de

los casos.

9. Todos los pacientes VIH positivos con aislamientos de VHS resistentes

a aciclovir cumplfan criterios clinicos y analiticos de SIDA.

10. En un laboratorio de Virologia Clinica seria recomendable realizar
estudios de sensibilidad a antivirales de los aislados de VHS procedentes
de pacientes infectados por el VIH, asi como de otros pacientes con

infeccién por VHS que no responda bien al tratamiento con aciclovir.
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