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RESUMEN

Se presenta un estudio sobre la sensibilidad a ganciclovir Yy foscarnet in vitro de 10 cepas de citomegalovirus aisladas en sangre periférica de
pacientes inmunodeprimidos (6 VIH+ y 4 receptores de trasplantes renales). La técnica utilizada ha sido la reduccion del nimero de focos infectivos
a partir de la siembra de los polimorfonucleares en la linea MRC-5. Todas las cepas se han mostrado sensibles a los dos fdrmacos antivirales, con
unos porcentajes de reduccidn de focos infectivos situados entre el 92,6% y el 100% para ganciclovir y del 95,1% al 100% para foscarner. Uno de
los principales inconvenientes de esta técnica es la dificultad para predecir el nimero de focos infectivos que aparecerdn en los viales control a partir
de los valores de la antigenemia pp65. Por el contrario, es muy sencilla de realizar y tan sélo requiere una incubacién corta, de 4 a 5 dias, con lo
cual se obtienen resultados con rapidez. La técnica de reduccion de Jocos infectivos puede ser itil como método de screening en pacientes con
tratamiento prolongado con alguno de los antivirales y mala evolucion clinica,
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Study of cytomegalovirus sensitivity to ganciclovir and Joscarnet
with the shell-vial culture of peripheral blood

SUMMARY

We report an in vitro susceptibility study of 10 cytomegalovirus strains isolated in peripheral blood of immunosuppressed patients (6 HIV-positive
and 4 renal transplant recipients). The technique used has been the infectious foci reduction assay with the inoculation of peripheral polymorphonuclear
leukocytes in the MRC-5 cell line and ganciclovir (20 uM) and foscarnet (415 uM) as the antivirals studied, All the analyzed strains were susceptible
to the two antivirals with a percentage of foci reduction situated between 92.6% and 100% Jor ganciclovir and 95.1% and 100% for foscarnet. One of
the greatest practical difficulties of this technique is to predict the number of infectious foci that would appear in the control vials utilizing the values
of pp65 antigenemia. In spite of this the technigue is very easy to do and only needs 4-5 days of incubation to obtain the susceptibility results. The

technique of infectious foci reduction would be used as a screening method in patients with prolonged antiviral therapy and with inadequate clinical
evolution.
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INTRODUCCION

Las infecciones localizadas y sistémicas por citomegalovi-
rus (CMV) constituyen en la actualidad una de las primeras
causas de morbilidad y mortalidad en la poblacién inmuno-
deprimida, especialmente en los pacientes sometidos a tras-
plantes de 6rgano sélido y los enfermos de SIDA (1, 2).
Debido a ello, es preciso disponer de técnicas répidas de
diagndstico que permitan iniciar un tratamiento especifico,
en ocasiones de tipo preventivo, que impida el paso de in-
feccién a enfermedad sintomitica. La técnica de la antige-
nemia pp65, realizada sobre los polimorfonucleares (PMN)
de sangre periférica, y el cultivo celular de esta misma
fraccién celular (viremia) han demostrado ser las que pre-
sentan un mejor valor predictivo positivo frente al desa-
rrollo de enfermedad por CMV 3, 9.

La existencia de algunos formacos con demostrada activi-

dad anti-CMV (ganciclovir y foscarnet) permite realizar °

tratamientos tanto profilcticos como terapéuticos en este
grupo de enfermos. Sin embargo, 1a utilizacién continuada
de ellos, preferentemente de ganciclovir, ha determinado la
aparicién lenta, aunque progresiva, de cepas de CMV resis-
tentes a este farmaco (5, 6). Este tipo de resistencia ya fue
descrito en 1989 (7) y desde entonces su incidencia ha ido
igcrementéndose con el ndmero y tiempo de tratamiento de
los pacientes (5, 6, 8). Por otro lado, la resistencia del
CMYV al foscarnet es una entidad, todavia, poco frecuente
(9). En los dltimos afios ya se han descrito cepas de CMV
resistentes a ambos firmacos (9, 10), lo cual empieza a difi-
cultar el tratamiento correcto de los pacientes.

Los estudios de sensibilidad in vitro a los farmacos anti-
virales son todavia complejos y laboriosos, de modo que no
se recomienda su realizacién rutinaria. La técnica estdndar
de referencia para estos estudios es la denominada de re-
.duccién de placas (11); sin embargo, esta técnica y otras
también aceptadas, como las de hibridacién del DNA (12)
y ELISA (13), precisan del aislamiento y la propagaci6n del
CMYV, lo cual determina periodos de 4 a 6 semanas hasta
finalizar el estudio completo de la sensibilidad.

Recientemente se ha descrito un método répido de detec-
cién de resistencia del CMV a ganciclovir y foscarnet a
partir de los PMN de sangre periférica utilizados normal-
mente para la realizacién de la prueba de la antigenemia y
del cultivo viral tipo shell-vial (14). Debido a la buena
correlacién que ha demostrado con la técnica de referencia,
nos ha parecido interesante realizar el estudio de 1a sensibi-
lidad de las cepas de CMV aisladas en sangre periférica en
pacientes inmunodeprimidos.

MATERIAL Y METODOS

A un grupo de 25 pacientes inmunodeprimidos (19 VIH+
¥ 6 receptores de trasplantes renales). cuyas antigenemias
pp65 fueron positivas con un valor >50 PMN+ x 10° PMN
se les solicité el mismo dfa una nueva muestra de sangre,
previa al inicio del tratamiento, para la realizacién del
estudio de sensibilidad. :
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Cada paciente aporté una muestra de 3 ml de sangre con
4cido etilendiaminotetraacético, que fue utilizada para la
extraccién de los PMN mediante sedimentacién en dextrano
salino (14). Asi, cada una de ellas se mezcl6 con 1 ml de
dextrano salino y se dejé sedimentar durante 45 minutos a
36 °C. Transcurrido este tiempo se extrajo 1 ml del sobre-
nadante (capa con predominio de polimorfonucleares) y se
transfiri6 a un tubo estéril al que se afiadieron 4 ml de
tampon fosfato salino (PBS, pH 7,2). Se realiz6 una centri-
fugacién a 1000 rpm durante 10 minutos y el sedimento se
resuspendié en 4 ml de PBS. Se repartieron 2 ml en un
tubo para el cultivo celular tipo shell-vial y 2 ml para la
antigenemia.

Al tubo para la antigenemia (Ag) se afiadié 1 ml de clo-
Turo aménico (solucién lisante de hematies), que se dejé
actuar de 2 a 4 minutos; a continuacién se afiadieron 2 ml

— de PBS y se realizaron dos lavados con PBS y sus corres-

pondientes centrifugaciones. El sedimento final se resuspen-
di6 en 1 ml de PBS. Con este volumen se realizé el recuen-

. tocelular y se ajust6 la concentracién final a 200.000 PMN/

ml; su volumen correspondiente se citocentrifugé (Cytospin,
Shandon) sobre un porta a 700 rpm durante 10 minutos.
Tras su secado, se fijaron los portas con formaldehido-
sacarosa y se tifieron por inmunofluorescencia indirecta con
un anticuerpo monoclonal anti-pp65 (lower matrix protein,
Monofluokit CMV, Pasteur Diagnostics). Se realiz6 el
recuento de los PMN fluorescentes y se dio el resultado en
nimero de PMN+ x 10° PMN observados (antigenemia™
cuantitativa).

- El tubo para el cultivo shell-vial fue centrifugado, lavado
¥ resuspendido dos veces hasta que finalmente el sedimento
se resuspendié en 1 ml de medio de mantenimiento para
fibroblastos, realizdndose después el recuento celular. Se
sembraron 6 viales de la linea MRC-5 (Vireell, Ingelheim
Diagnostica) arazén de unos 200.000 PMN/vial. Los viales
se centrifugaron a 700 g durante 45 minutos y se dejaron
reposar a 36 °C durante 30 minutos. Tras decantar el conte-
nido de los viales se rotularon dos de ellos como contro]

(C), dos como ganciclovir (G) y dos como foscarnet (F).

A los viales C se les afiadi6 1 ml de medio de manteni-
miento para fibroblastos, a los viales G 1 ml de una solu-
cién de ganciclovir ya preparada de 20 pM (Cyfovene,
Syntex, Roche) y a los viales F 1 ml de una solucién de
foscarnet de 415 uM (Astra). Se dejaron incubar a 36 °C
durante 3 dias, tras lo cual se revelS uno de los controles
a través de su fijacién con metanol e inmunofluorescencia
indirecta con un anticuerpo monoclonal anti-p72 (clon E13,
Argene Biosoft, Francia), y se tealiz6 el recuento del néime-
ro total de focos infectivos observados en la monocapa. Si
la cantidad de focos era <10/vial se dejaban incubar todos
los viales 2 dfas més (tiempo total méximo de incubacién
5 dias), y al final de este periodo se revelaron todos ellos
mediante la técnica antes descrita,

Para realizar la lectura del estudio de sensibilidad es
preciso contar el nimero total de focos infectivos que apa-
recen en los viales control y en cada uno de los que contie-
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nen los antivirales; en estos iltimos se hace la media arit-
mética de los focos observados en los dos viales. Finalmen-
te se establece e] porcentaje de reduccién de focos infecti-
vos observados en los viales G y F comparandolos con el
nimero de focos detectados en los viales control.

La interpretacién de los resultados obtenidos se ha realj-
zado siguiendo las recomendaciones de Gerna y cols. (14).
Asi, si el niimero de focos infectivos observados en los via-
les G y F es inferior al 50% de los detectados en el vial
control se considera a la cepa sensible a estos fArmacos. Sj
la disminucién en el ndmero de focos no es inferior al 50%
o el nimero de ellos es igual al detectado en el via] control
significa que la DI, de la cepa estudiada es >20 pM para
ganciclovir y >415 MM para foscarnet, Y por lo tanto Ia
cepa debe considerarse como resistente a estos formacos,

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 25 pacientes estudiados en tan sélo 10 de ellos se
pudo realizar el estudio de sensibilidad debido a que, en los
otros 15 pacientes, a pesar de presentar valores de antigene-
mia pp65 >50 PMN+ x 10° PMN e] ntimero de focos infec-
tivos detectados en Jog viales control fue inferior a 10 inclu-
so al quinto dia de incubacién. Los valores de la antigene-
mia pp65 en el grupo de pacientes estudiados han oscilado
entre 72 y 1075 PMN+ x 10° PMN (Tabla 1), mientras que
el nimero de focos infectivos observados en los viales de
estos pacientes ha oscilado entre 36 y 462, ‘

Los porcentajes de reduccign de focos infectivos oscilaron
entre 92,6% y 100% para ganciclovir y entre 95,19 y
100% para foscamet; no se ha detectado ninguna cepa de
CMYV resistente a los dos farmacos. En el 50% de las cepas
lareduccién de focos infectivos obtenida por ganciclovir ha
sido del 100%, frente al 60% de la observada con foscarnet
Fig. 1). -

Como ya se ha mencionado, uno de log principales pro-
blemas en la utilizacién prolongada o continuada de los
farmacos antivirales, g igual que ocurre con los antibidéti-

Tabla 1. Resultados_obtenidos en el estudio de la sensibilidad a ganci-
clovir y foscarnet en 10 cépas de CMV aisladas en sangre periférica.

N° total de focos infectivos
(% reduccién)

Ne Clinica Antigenemia* SVC** Ganciclovir Foscarnet
1 Retinitis 1075 108 0 (100) 0 (100)
2 Retinitis 463 36 0 (100) 0(100)
3 SF-VIH* 302 73 4 (94,5) 0 (100)
4 SF-VIH 76 44 0 (100) 1(97,7)
5 Colitis 380 41 3 (92,6) 2(95,1)
6 SF-VIH 530 180 6 (96,6) 4 (97,7)
7 SF-TR** 1000 462 11 (97,6) 8(98,2)
8 SF-TR 90 60 0 (100) 0 (100)
9 SF-TR . 410 102 0 (100) 0 (100)

10 SF-TR ‘72 50 1(98,0) 0 (100)

*Antigenemia = nimero de PMN+ x 10° PMN,

**SVC = shell-vial cuantitativo = nimero total de focos infectivos,
*SF-VIH = sindrome febril en paciente VIH+,

**SF-TR = sindrome febril en paciente con trasplante renal,
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Fig. 1. Porcentajes de reduccisn de Jocos infectivos obtenidos por los dos
Jdrmacos antivirales estudiados.

Cos, es la aparicién de cepas resistentes (6, 7). De los uili-
zados frente al CMV, el ganciclovir, debido a su empleo
mayoritario, es el que en estos momentos empieza a presen-
tar problemas de resistencia. Asi, se ha podido comprobar
como alrededor del 8% de Jos pacientes con SIDA,y\retini-
tis por CMV tratados con ganciclovir desarrollan cepas re-
sistentes a este fdrmaco, lo cual obliga a su sustitucién por
foscarnet (6). El principal factor causante de Ia aparicion
de estas resistencias lo constituyen los tratamientos prolon-
gados y las profilaxis, especialmente en pacientes receptores
de un trasplante (5-7). '

Por todo ello, es preciso realizar, aunque no de una forma
rutinaria, estudios de sensibilidad destinados a conocer el
estado de las cepas de CMV que afectan a la poblacién in-
munodeprimida, As{ mismo, en aquellos pacientes con trata-
mientos de més de 3 meses ¥ con mala evolucién clinica
deberia estudiarse Ia sensibilidad del CMV al farmaco que
se esté utilizando (6, 7).

Uno de los principales inconvenientes de las técnicas de
sensibilidad in vitro frente a férmacos antivirales es |a
laboriosidad y tardanza en Ia obtenci6n de los resultados,
Asf, la técnica de reduccién de placas requiere un minimo
de 4 a 6 semanas para la obtencién de resultados definitivos
(11, 15). Por ello es una técnica que no se realiza en todos
los laboratorios Y s6lo en casos especificos frente a algin
paciente problemtico.

La posibilidad de realizar e] estudio de sensibilidad anti-
viral a partir de los PMN de sangre periférica simplifica de
forma clara toda la problemética de esta técnica, Siguiendo
las recomendaciones de Gema y cols. (14) se puede utilizar
como pardmetro de sensibilidad o resistencia el porcentaje
de reduccién del nimero de focos infectivos que se obtienen
en el cultivo rdpido shell-vial, Este método, evidentemente,
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sOlo puede aplicarse a aquellos pacientes con viremia
positiva y deberfa considerarse s6lo como screening, dado
que utiliza Gnicamente una concentracién fija de cada uno
de los antivirales. Estas dos consideraciones no le restan
significacién, pues parece aceptado que el aislamiento de
CMYV en sangre periférica es uno de los principales marca-
dores de infecci6n activa y/o enfermedad por CMV (16).
Por lo tanto, la técnica se aplica a una muestra clinica de
elevada significacion, fenémeno que no ocurre cuando se
utilizan las cepas de CMV aisladas en muestras de dificil
valoracién como orina, frotis faringeo e incluso liquido
broncoaspirado (2, 3).

Sin embargo, uno de los principales inconvenientes de la
técnica de reduccién de focos es la elevada dificultad de
predecir, a partir de los valores de la antigenemia pp65, el
nimero de focos infectivos que aparecerdn en los viales
control (14). Este fenémeno se debe al hecho, ya demostra-
do, de que no siempre existe una buena correlacién entre
la antigenemia y el cultivo cuantitativo; algunos autores
apuntan el hecho de que en el cultivo shell-vial sélo se
recupera el 10% de los te6ricamente infectados PMN obser-
vados en la antigenemia pp65 (17, 18). Debido a ello, sélo
hemos podido estudiar la sensibilidad en 10 de los 25 pa-
cientes con valores de antigenemia elevados; en 15 de ellos
el nimero de focos infectivos detectados en el cultivo era
<10, y por lo tanto no utilizables para el estudio debido a
la simple variacién que se produce por el azar o la no
distribucién uniforme de los PMN infectados entre los
diferentes viales. Por ello recomendamos que sélo se realice
el estudio de sensibilidad a partir de los PMN de sangre
periférica con valores previos de antigenemia >50 PMN+
x 10° PMN, dado que valores inferiores apenas aportan un
nimero de focos infectivos significativo.

Debido a que esta técnica sélo utiliza una dnica concen-’

tracién para cada uno de los antivirales (ganciclovir 20 pM
y foscarnet 415 M), debe considerarse como un método ra-
pido de screening o seleccién, de modo que la deteccién de
resistencia deberd confirmarse mediante la técnica conven-
cional de reduccién de placas (11, 14). Existen ciertas dis-
crepancias en cuanto a los valores de sensibilidad del CMV
frente a ganciclovir y foscarnet dependiendo de la linea
celular utilizada (MRC-5 0o MRHF). Asi, para Drew y cols.
(6), una cepa de CMV debe considerarse sensible si su DI,
(concentracién del antiviral que inhibe el 50% del nimero
de placas) es <5 uM para ganciclovir y <400 uM para fos-
carnet, datos no coincidentes con los descritos por Pepin y
cols. (19). A pesar de ello, parece evidente que cualquier
cepa de CMV que presente una DI, >20 uM para ganciclo-
vir debe ser considerada como resistente (14). Gerna y cols.
(14) han elegido esta concentracién tinica tras calcular la
DI,, 1a Dl y los correspondientes indices de sensibilidad

(IS) para un conjunto amplio de cepas de CMV. En este.

estudio todas las cepas con valores >20 uM eran resistentes
por la técnica convencional y presentaban valores de IS,
>6,9 para ganciclovir y >5,9 para ganciclovir.
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Confirmando los resultados obtenidos por Rabella y cols.
(20) y Caiiizares y cols. (21), ninguna de las cepas estudia-
das por nosotros se ha mostrado resistente a ganciclovir y
foscarnet, Sin embargo, en nuestro caso todas las cepas per-
tenecian a pacientes que no habifan sido tratados previa-
mente (receptores de trasplantes renales) o lo habian sido

~ por periodos de tiempo no superiores a las 4-6 semanas de

forma intermitente (retinitis). Probablemente la sensibilidad
general de las cepas refleje el estado de la cepa salvaje
existente en la poblacién y la resistencia s6lo se desarrolle
de forma individual en un determinado paciente sometido
a unas condiciones terapéuticas especificas.

En resumen, creemos que la técnica de sensibilidad anti-
viral a partir de los PMN de sangre periférica determinando
el porcentaje de reduccién de focos infectivos puede ser
muy vélida y util como sistema de screening, pudiendo ser
realizada de forma sencilla y obteniendo los resultados en
un periodo corto de tiempo. Estamos de acuerdo en que
todavia no es necesario realizar de forma rutinaria el estu-
dio de sensibilidad de todas las cepas aisladas, pero quizd
si deberfa realizarse cada cierto periodo de tiempo para
conocer la evolucién natural de las cepas en el entorno
hospitalario. La sencillez y rapidez de la técnica permiten
aplicarla en aquellos pacientes que no responden bien o
presentan una evolucién térpida tras el tratamiento inicial
con un determinado antiviral.
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