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OgJEeTIVOS. El objetivo de este estudio prospectivo fue
determinar la prevalencia de resistencia in vitro de
citomegalovirus (CMV) al ganciclovir (GCV) y al foscarnet
(FOS) en pacientes con sida y coriorretinitis. Ademas los
resultados de la sensibilidad in vitro fueron comparados
con la respuesta clinica al tratamiento.

PACIENTES Y METODOS. Se incluyeron en el estudio 36
pacientes diagnosticados de retinitis por CMV y sida. Se
realizaron ensayos de sensibilidad a antiviricos en 51
cepas clinicas de CMV procedentes de estos pacientes. La
sensibilidad in vitro se comparé con la respuesta clinica al
tratamiento. Los criterios de resistencia utilizados fueron
dosis inhibitoria 50 (DI;;) GCV > 5 uM y DI,, FOS > 400 uM.
ResuLTADOs. Ninguna de las cepas de CMV estudiadas fue
resistente al GCV o al FOS; sin embargo, 6 pacientes que
tuvieron recidivas de la coriorretinitis durante la terapia
de mantenimiento y aislamiento en el momento de la
misma tuvieron una media de DI, de las cepas (n=8) de
1,95 uM para el GCV (desviacion estandar [DE] 0,71) y
115,2 uM para el FOS (DE 34,7). Estos pacientes
respondieron bien cuando los farmacos fueron utilizados
a dosis de induccion.

CoNcLUSION. La sensibilidad in vitro no predice el buen
control de la infeccidon cuando se usa el farmaco a dosis
de mantenimiento; esto sugiere que estas cepas deberian
considerarse de resistencia intermedia.
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Cytomegalovirus sensitivity to anti-retroviral agents in
patients infected with the human immunodeficiency virus
with chorioretinitis in Spain

OBJECTIVES. To determine the prevalence of the in vitro
resistance rate of cytomegalovirus (CMV) to gancyclovir
(GCV) and foscarnet (FOS) among patients with AIDS and
chorioretinitis. Furthermore, in vitro sensitivity results
were compared with the clinical response to therapy.
PATIENTS AND METHODS. Thirty-six patients with the
diagnosis of CMV retinitis and AIDS were included in the
study. Antiviral sensitivity testing was performed to 51
clinical CMV strains from these patients. The in vitro
sensitivity was compared with the clinical response to
therapy. The resistance criteria were the inhibitory dose,,
(ID4,) GCV > 5 pM and ID,, FOS > 400 uM.

ResuLTts. None of the CMV tested strains was resistant to
GCV or FOS; however, six patients who had relapses of
chorioretinitis while on maintenance therapy and
isolation during the condition had mean ID, of strains
(n=8) of 1,95 uM for GCV (standard deviation [SD] of 0.71)
and 115.2 for FOS (SD, 34.7). These patients responded
well when drugs were used at induction doses.
ConcLusioN. The in vitro sensitivity testing is not a good
predictor of infection control when the drug is used at
maintenance doses. This suggests that these strains
should be classified in the intermediate resistant
category.

Key words: Cytomegalovirus, resistance, chorioretinitis,
HIV.

Introduccion

Las infecciones por citomegalovirus (CMV) son la causa
mads importante de morbilidad y mortalidad en pacientes
inmunodeprimidos, especialmente en receptores de tras-
plantes de médula é6sea y de 6rgano sélido, y en pacientes
con sida. En estos ultimos, el CMV era la causa maés
comun de infeccion virica oportunista antes de la utiliza-
cién de las terapias antirretroviricas altamente efectivas.
La retinitis producida por el citomegalovirus (RCMV)
afecta entre el 20%-40% de los pacientes con sida, y es la
manifestacién més comun de la enfermedad? 2.
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El ganciclovir (GCV), el foscarnet (FOS) y el cidofovir,
incluido mas recientemente, constituyen el tratamiento
estdndar para la infeccién por CMV' y se han asociado
con la aparicién de diferentes tipos de resistencial .

Se asume que los ensayos de sensibilidad in vitro de los
microorganismos deben correlacionarse estrechamente
con la respuesta clinica. Desafortunadamente existen
pocos estudios que han valorado de forma critica la efec-
tividad de la terapia antimicrobiana utilizando los resul-
tados de los ensayos de sensibilidad in vitro y su correla-
cién con la respuesta clinica. La cuestion fundamental es
saber si los ensayos de sensibilidad in vitro predicen la
respuesta clinica del paciente *.

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalen-
cia de resistencia in vitro de CMV al GCV y al FOS en
pacientes con coriorretinitis infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y correlacionar los
resultados de la sensibilidad in vitro con la respuesta cli-
nica al tratamiento.

Pacientes y métodos

Se disefi6 un estudio prospectivo en el que se incluyeron pacien-
tes infectados por el VIH diagnosticados de coriorretinitis por exa-
men oftalmoscépico y que tuvieran al menos un aislamiento de
CMV en sangre y/u orina. Se recogieron muestras de sangre y
orina de estos pacientes en el momento del diagnéstico de la
RCMYV (previas al tratamiento antivirico), mensualmente a lo
largo del estudio y en el momento de presentar recidiva de la
enfermedad. También se obtuvieron muestras de otros origenes
cuando existié sospecha de infeccién por CMV extrarretiniana. El
estudio comprendié el periodo entre noviembre de 1994 y septiem-
bre de 1997. Treinta aislamientos procedieron del Hospital Ramén
y Cajal (19 pacientes), siete del Hospital 12 de Octubre (cuatro
pacientes) y trece del Hospital La Paz (trece pacientes), todos ellos
de Madrid.

Se determiné la sensibilidad in vitro al GCV y FOS de los aisla-
dos clinicos de CMV procedentes de estos pacientes. Se estudiaron
51 cepas de CMV de 36 pacientes. Las muestras a partir de las cua-
les se aislé el CMV fueron: orina (n=40), sangre (n=8), biopsias
(n=2) y liquido cefalorraquideo (LCR) (n=1). Las muestras se pro-
cesaron para cultivo siguiendo la metodologia estandar, en células
MRC-5 e identificacién por efecto citopatico (ECP). Para el estudio
de la sensibilidad in vitro se utilizé el ensayo cldsico de reduccién
de placas de efecto citopatico en células MRC-5° para todos los aisla-
dos clinicos de CMV y se incluy6 una cepa patrén sensible AD169
(VIRCELL, S.L.).

Ensayo de reduccion de placas para
citomegalovirus (n=51)

Se utilizaron placas de 24 pocillos con células MRC-5 recientes. Se
anadi6 a cada pocillo de la placa un inéculo virico de 50-100 unida-
des formadoras de placas (UFP) por 0,2 ml. Tras la centrifugacién,
diferentes diluciones de los farmacos antiviricos (0-24 uM para GCV
y 0-800 uM para FOS) se pusieron en contacto con el virus. Como
controles en cada prueba se incluyeron pocillos blancos (sin CMV) y
pocillos sin agente antivirico. Cada dilucién se estudié por triplicado.
Las placas se incubaron a 37 °C durante seis a ocho dias. Tras la
incubacién las monocapas se fijaron con metanol, se tiferon con
giemsa al 10% y se conté el nimero de placas de ECP en un micros-
copio invertido a 100 x. El cédlculo de la dosis inhibitoria 50 (DI,) se
realiz6 utilizando el método de Reed y Muench modificado®. Se utili-
zaron los criterios de resistencia para GCV y FOS descritos previa-
mente que consideran CMV resistente al GCV DI, > 5 uM y al FOS
DI, > 400 pM".
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Analisis estadistico

El programa Access (Microsoft) se utilizé para cons-
truir la base de datos con las diferentes variables y el pro-
grama SPSS para el andlisis de frecuencia y comparacion
de medias.

Tratamiento de los pacientes

Los pacientes recibieron tratamiento estandar segun
criterio clinico con GCV o FOS de acuerdo con las dosis
recomendadas. Para GCV (Roche®): 5 mg/kg cada doce
horas durante 14-21 dias de tratamiento de induccién y 6
mg/kg/dia cinco dias a la semana o 5 mg/kg/dia siete dias
a la semana de tratamiento de mantenimiento. Para FOS
(Astra®) las dosis fueron 60 mg/kg cada ocho horas o 90
mg/kg cada doce horas para el tratamiento de induccion
y 90-120 mg/kg/dia siete dias a la semana para el trata-
miento de mantenimiento.

Resultados

De los 36 pacientes incluidos en el estudio, nueve eran
mujeres (25%) y 27 hombres (75%), con una edad com-
prendida entre 27 y 50 afios (mediana 36). En el momen-
to de su inclusién en el estudio tenian sida 28 pacientes
(77,8%), todos ellos en un estadio C3. El factor de riesgo
fue en un 38,9% de los casos las relaciones homosexuales,
en el 30,6% el ser usuarios de drogas por via parenteral, en
el 25% de los casos las relaciones heterosexuales y en dos
pacientes era desconocido. De los 36 pacientes, 24 (66,7%)
murieron durante el desarrollo del estudio con un tiempo
medio de supervivencia desde el diagnéstico de la RCMV
de 35,9 semanas. Doce pacientes sobrevivieron hasta el
final del estudio con una media de seguimiento de 47,7
semanas. Veinte pacientes (55,6%) presentaron al menos
una recidiva clinica de su retinitis durante el seguimien-
to del estudio y de ellos murieron el 90%; no recidivaron
16 pacientes, de los cuales sobrevivié el 62,5%.

Ninguno de los aislamientos de CMV estudiados fue
resistente in vitro al GCV o al FOS. De las 51 cepas ana-
lizadas, 40 fueron aisladas en el momento del diagndésti-
co de la RCMV y correspondian, por tanto, a pacientes
que no habian recibido ningin tratamiento con farmacos
antiviricos; once cepas fueron aisladas después de inicia-
do el tratamiento, de las cuales ocho se aislaron en el
momento de la recidiva clinica de la RCMV (tres aisla-
mientos de sangre y cinco de orina) y tres aislamientos
(uno de sangre, otro de orina y otro de biopsia hepética)
no se relacionaron con manifestaciones retinianas. Con
respecto a estas once cepas aisladas bajo presion de tra-
tamiento, seis de ellas procedian de pacientes tratados
con GCV y cinco de pacientes tratados previamente con
FOS. La media de semanas de tratamiento en estos casos
fue de 11,6 (4-19) para los pacientes tratados con GCV y
de 7,6 (2-14) para los tratados con FOS. Los valores de las
DI,, para ambos farmacos en los dos grupos de pacientes
se presentan en la tabla 1. No se observaron diferencias
en los datos de sensibilidad entre las cepas sometidas a
tratamiento previo con GCV o FOS y las que no habian
recibido presién previa de tratamiento. De los pacientes
que presentaron recidivas clinicas, se obtuvieron aisla-
mientos en el momento de la misma a partir de muestras
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TABLA 1. Sensibilidad de cepas clinicas de citomegalovirus y tratamiento*

Sin tratamiento Tratamiento con GCV Tratamiento con FOS Total
n 40 6 5 51
DI, ,GCV 1,97 1,65 2,564 1,99
(uMD) (1,04-4,0) (1,14-2,04) (1,65-3,19) (1,04-4,0)
DI, FOS 111,7 112,3 124,1 112,6
(uM) (36,6-195,2) (86,5-184) (96,0-179,5) (36,6-195,2)
Semanas - 11,6 7,6
Tratamiento (4-19) (2-14)

DI: dosis inhibitoria; GCV: ganciclovir; FOS: foscarnet.
*Datos en media y rango entre paréntesis.

de seis de ellos (ocho cepas). Tres de estos pacientes ha-
bian sido tratados previamente con GCV una media de 14
semanas, 2 habian sido tratados previamente con FOS
una media de 13 semanas y uno que tuvo dos aislamien-
tos en dos recidivas fue tratado con ambos farmacos. Los
valores medios de las DI, de estas cepas fueron de 1,9 pM
(rango: 1,14-3,19) para GCV y de 115,2 uM (86,5-179,5)
para FOS. La recidivas no se asociaron, por tanto, a la
aparicion de resistencia in vitro. No se encontraron dife-
rencias significativas cuando se compararon las DI, de los
aislamientos sin presién previa de tratamiento con las
DI, de los aislados en el momento de recidivas clinicas de
pacientes tratados previamente (tabla 2). Cuando se ana-
lizaron los valores de las DI, de las cepas aisladas de
pacientes que no habian recibido tratamiento previo no se
vieron diferencias significativas entre los que posterior-
mente tuvieron recidiva y los que no la tuvieron (tabla 2).

Discusion

En los pacientes muy inmunodeprimidos con enferme-
dad por el CMV, como es el caso de pacientes con corio-
rretinitis y sida, la terapia prolongada con farmacos anti-
viricos es necesaria. Un riesgo asociado a este uso pro-
longado es la aparicién de resistencias®. En nuestro estu-
dio, ninguna de las cepas de CMV aisladas de pacientes
con coriorretinitis y sida presentaron resistencia in vitro
a GCV o FOS de acuerdo con los criterios establecidos
previamente?. Seis pacientes que presentaron recidivas
clinicas de su retinitis después del tratamiento de man-
tenimiento con GCV o FOS y que tuvieron aislamiento de
CMYV en ese momento presentaron unos datos de DI,
sensibles a ambos farmacos. Estos pacientes respondie-
ron clinicamente cuando los farmacos fueron utilizados a
altas dosis (dosis de induccién).

En los pacientes infectados con el VIH, la prevalencia
de resistencias primarias y secundarias al GCV se
encuentra entre el 0,9% y el 64% de acuerdo con los cri-
terios usualmente aceptados’”%!!, Asi, en un estudio en
el que se introdujeron pacientes con RCMV que no habi-

an sido tratados previamente, la prevalencia de resisten-
cia al GCV fue del 2% y al FOS del 4%°; en otro que ana-
liz6 31 pacientes con sida y RCMV tratados con GCV la
incidencia total de cepas resistentes fue del 7,8%, y el
38% de los pacientes que fueron tratados con GCV por via
intravenosa durante més de 3 meses excretaron cepas de
CMYV resistentes a GCV'®. Dabs et al observaron en su
estudio que el 11,4% de sus pacientes tratados con GCV
presentaron aislamientos resistentes después de 6 meses
de tratamiento y el 27,5% después de 9 meses'?. La mayo-
ria de las cepas de CMV de nuestro estudio fueron aisla-
das en el momento del diagnéstico de la coriorretinitis,
por lo que este estudio analiza fundamentalmente resis-
tencia primaria y nuestros resultados estédn en concor-
dancia con los descritos por otros autores®.

Se han publicado diferentes valores de DI, para defi-
nir la resistencia de los aislados clinicos de CMV, con una
variabilidad de DI, entre 5 y 12 pM para definir resis-
tencia al GCV y entre 300 y 400 uM para definirla al
FOS?71314 Estos datos muestran la variabilidad signifi-
cativa entre métodos y laboratorios. Las variables que
afectan los resultados de sensibilidad in vitro incluyen el
tipo de linea celular empleada, el tamano de inéculo viri-
co, el método utilizado y el laboratorio que ha realizado el
ensayo®. Los criterios méas ampliamente aceptados para
sensibilidad en pacientes infectados con el VIH y con
coriorretinitis por CMV quiza deberian ser reconsidera-
dos, ya que los farmacos y las dosis utilizados (GCV y
FOS) para la retinitis por CMV consiguen concentracio-
nes intravitreas en el limite o subterapéuticas'®. La resis-
tencia, entendida por un alto valor de la DI;,, tiene un
excelente valor predictivo para predecir una respuesta
clinica desfavorable en pacientes con las defensas inmu-
nes deficientes; sin embargo, la sensibilidad, entendida
por un bajo valor de la DI, tiene un valor predictivo
insuficiente para predecir una respuesta clinica favora-
ble*. Nuestros valores de DI, catalogados como sensibles
de acuerdo con los criterios habituales, deberian conside-
rarse como de resistencia intermedia de acuerdo con su
capacidad para predecir la respuesta desfavorable cuan-

TABLA 2. DL, de las cepas clinicas de citomegalovirus en relacién con la recidiva clinica

Evolucioén clinica

Cepas de CMV sin tratamiento previo

Cepas de CMV con tratamiento previo

n DI, GCV* DI, FOS* n DI, GCV* DI,, FOS*
Con recidiva 28 1,93 (0,68) 115,2 (39,7) 8 1,90 (0,71) 115,2 (34,7)
Sin recidiva 12 2,07 (0,93) 103,2 (26,8) 3 2,30 (0,91) 1242 (51,8)

*: uM. Datos de media y desviacién estandar entre paréntesis.

DI: dosis inhibitoria; CMV: citomegalovirus; GCV: ganciclovir; FOS: foscarnet.
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do se trata de pacientes con coriorretinitis y sida, ya que
fracasan con dosis de mantenimiento y responden clini-
camente cuando se utilizan dosis de induccion.

Creemos que la mala evolucién de la RCMYV a pesar de
no haber encontrado datos de resistencia in vitro en
nuestros aislados de CMV de pacientes que tuvieron reci-
divas de la RCMV y que habian sido sometidos a presién
de tratamiento antivirico, puede deberse a varias causas;
en primer lugar, al corto tiempo de tratamiento en la
mayoria de los casos, en segundo lugar, a que los pases
necesarios en el laboratorio para conseguir una carga
virica suficiente que permita realizar el ensayo in vitro
pueden seleccionar cepas de CMV que no sean represen-
tativas de la poblacién original de virus®, y en tercer
lugar porque los valores de sensibilidad in vitro no se
correspondan con la sensibilidad in vivo dada la escasa
penetracion de los farmacos en la coriorretina’®. Esto
explicaria la discordancia entre sensibilidad in vitro y
sensibilidad in vivo, y justificaria que aunque nuestras
cepas tengan valores de DI, similares a los de la cepa
patrén sensible AD169, deberian considerarse de sensibi-
lidad intermedia debido a su deficiente respuesta in vivo.

Son necesarios criterios de consenso para las técnicas y
los puntos de corte que indican sensibilidad para el caso
de la RCMYV ya que la evolucién clinica de ésta, bajo tra-
tamiento de mantenimiento en pacientes con sida, sugie-
re que los valores de las DI,  para considerar una cepa
como sensible deberian ser menores.
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