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RESUMEN
Palabras clave: . ) . ) .
Citomegalovirus La resistencia del citomegalovirus (CMV) a los antivirales es un problema emergente y obedece a la selec-
Resistencia cién de mutaciones en el genoma del virus. La resistencia al ganciclovir es la mas frecuente y mas estudia-
Antivirales da; sin embargo se ha descrito resistencia a todos los antivirales. Son factores de riesgo para el desarrollo

de resistencias la ausencia de inmunidad preexistente para CMV, los receptores de pulmén y pancreas, las
cargas virales altas, el intenso tratamiento inmunosupresor concomitante y la exposicion prolongada o a
valores subéptimos de ganciclovir. Se debe sospechar resistencia a los firmacos antivirales cuando, a pesar
de una adecuada exposicién al tratamiento durante 2 semanas, se detecta la presencia de cargas virales
progresivas o estables, o se observa persistencia de sintomas clinicos. Sin embargo, no todos los fallos clini-
cos que aparecen durante el tratamiento pueden ser atribuidos a resistencia viral ni tampoco la presencia
de resistencia debe ir asociada siempre a mala evolucién clinica. Ante la sospecha de resistencia, es necesa-
ria su confirmacién mediante métodos fenotipicos o genotipicos. La mutacion en el gen UL97 es la mas fre-
cuente, en este caso el virus no es susceptible al ganciclovir pero si a foscarnet y cidofovir. No es excepcio-
nal la mutacién en UL54, de forma aislada o en combinacién con UL97, asociandose en este Gltimo caso a
multirresistencia y resistencia de alto grado. La deteccién precoz de la presencia de resistencias es funda-
mental para prevenir una evolucién desfavorable y la aparicién de multirresistencia. En los pacientes con
respuesta lenta al tratamiento que no presentan mutaciones asociadas a resistencia, se recomienda realizar
valores plasmaticos de ganciclovir asi como estudio de inmunidad CMV-especifica.
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Resistance studies: when are they indicated?

ABSTRACT
Keywords:
Cytomegalovirus
Resistance Cytomegalovirus (CMV) resistance to antiviral drugs is an emerging problem and is due to selection of
Antiviral agents mutations in the viral genome. Although ganciclovir resistance is the most common and widely studied,

there is resistance to all antiviral agents. Risk factors for the development of resistance are the absence of
preexisting immunity to CMV, lung and pancreas transplantation, high viral loads, intense concomitant
immunosuppressive therapy and prolonged exposure to ganciclovir or suboptimal levels of this drug.
Antiviral resistance should be suspected when, despite adequate treatment exposure for 2 weeks, an
increase in viral load, or persistence or clinical progression of CMV disease are detected. However, failure to
respond cannot always be attributed to antiviral resistance nor does resistance always lead to poor clinical
outcome. When resistance is suspected, phenotypic and genotypic confirmation is required. The most
common mutations are those in the UL97 gene, which confers ganciclovir resistance. However, foscarnet
and cidofovir can be used. The UL54 mutation is not uncommon, whether alone or in combination with
UL97 mutations. The combination of UL54 and UL97 mutations is associated with high-grade and multiple
resistance. Early detection of resistance is essential to prevent unfavorable outcome and the development
of multi-drug resistance. In patients with a slow response to treatment and without mutations associated
with resistance, plasma ganciclovir levels and specific CMV immunity should be investigated.
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Introduccion

La resistencia del citomegalovirus (CMV) a los antivirales es un
problema emergente en el paciente trasplantado de érgano sélido
(TOS), cuya incidencia puede llegar al 5-10%, siendo menos frecuente
en los trasplantados de rifién y alcanzando los porcentajes mas altos
entre los receptores de pulmén y de rifién-pancreas’=3.

La resistencia del CMV a los antivirales obedece a la seleccion de
mutaciones en el genoma del virus. El ganciclovir (GCV) ha sido el
antiviral de eleccién para la profilaxis y el tratamiento de la enferme-
dad por CMV, de manera que la mayor parte de los estudios se refie-
ren a la resistencia al GCV; sin embargo, se ha descrito igualmente la
aparicién de resistencias a cualquiera de los antivirales utilizados*.

Factores de riesgo y consecuencias clinicas

El factor de riesgo mas importante que favorece la aparicién de
resistencia en el TOS es la ausencia de inmunidad preexistente para
CMV (receptor seronegativo y donante seropositivo); sin embargo, se
han descrito casos de resistencia en receptores seropositivos'>. Por
tanto, existe otra serie de factores implicados, como: la prolongada
exposicion al antiviral; las concentraciones plasmaticas o tisulares
subéptimas de GCV; los tratamientos intermitentes; las cargas vira-
les altas, y la inmunosupresion intensa. Generalmente, esta Gltima se
acompafia de una replicacién viral persistente, la cual en presencia
de antiviral es la condicién fundamental para la aparicién de resis-
tencia®. De hecho, hay una relacién bidireccional entre carga viral y
desarrollo de resistencia, ya que las cargas virales mas altas son mas
dificiles de suprimir®. En la practica clinica, no es raro que en un mis-
mo paciente confluyan varios de estos factores.

Aunque no hay estudios que comparen directamente la evolucién
clinica en los pacientes con cepas de CMV resistentes y aquellos con
cepas sensibles, la presencia de cepas resistentes se ha asociado fre-
cuentemente a enfermedad invasiva, disfuncién progresiva y rechazo
del 6rgano trasplantado, e incluso a una elevada mortalidad, que
puede llegar hasta el 69%’.

Se ha descrito una mayor incidencia de resistencia al GCV en pa-
cientes que desarrollan enfermedad tardia por CMV>.

Sin embargo, no todos los fallos clinicos que aparecen durante el
tratamiento pueden ser atribuidos a resistencia viral por adquisicién

de mutaciones en el genoma viral?%. Ni tampoco la presencia de re-
sistencia debe ir asociada siempre a mala evolucién clinica.

Mecanismos de resistencia

Actualmente existen fundamentalmente 3 antivirales para el
tratamiento de las infecciones por CMV: GCV (su profarmaco oral,
vanganciclovir), foscarnet (FOS) y cidofovir (CDV), siendo el GCV el
mads utilizado. Estos compuestos inhiben la sintesis del ADN del
CMV actuando sobre la ADN polimerasa viral®. El GCV debe ser fos-
forilado 3 veces para ser un compuesto activo; la primera fosforili-
zacion la realiza una proteincinasa codificada por el gen UL97 del
CMV, y las 2 siguientes las realizan enzimas celulares. El GCV-tri-
fosfato es un inhibidor competitivo del substrato de 1a ADN polime-
rasa del CMV y se incorpora al ADN viral, inhibiendo la replicacién
viral. El FOS es un inhibidor no competitivo de la ADN polimerasa
del CMV que no requiere activacion intracelular para desarrollar su
efecto antiviral y que no se incorpora a la cadena de ADN viral. El
CDV, al igual que el GCV, debe ser fosforilado para ser activo; es un
inhibidor competitivo de la ADN polimerasa del CMV y se incorpo-
ra al ADN viral, pero su fosforizacién se realiza exclusivamente por
enzimas celulares (fig. 1).

La resistencia del CMV a los antivirales se debe fundamentalmen-
te a mutaciones en el gen que codifica la proteincinasa viral (gen
UL97) y de manera menos frecuente, pero no excepcional, a mutacio-
nes en el gen que codifica la ADN polimerasa viral (gen UL54)°. Si s6lo
existen mutaciones en UL97, los virus no son susceptibles a GCV pero
si a CDV y FOS. Si aparecen mutaciones en el gen UL54 puede haber
resistencia a uno o a todos los antivirales (GCV, CDV, FOS). Es posible
la existencia conjunta de mutaciones en UL97 y UL54, lo cual confiere
un alto grado de resistencia y de reacciones cruzadas a varios antivi-
rales®. Existe un nimero considerable de mutaciones desconocidas y
de polimorfismos presentes, fundamentalmente en el gen UL54, que
no confieren ningdn efecto negativo en el virus?.

La mayor parte de las mutaciones en UL97 responsables de resis-
tencia al GCV se encuentran principalmente en los codones 460, 520
y 590-607. Las mutaciones M460V/I, C592G, A594V, L595S y C603W
son las mas frecuentes y confieren un alto grado de resistencia para
GCV, excepto la mutaciéon C592G que se considera una resistencia de
grado bajo. Con respecto al gen UL54, el estudio de mutaciones debe-
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Figura 1. Mecanismos de accién de los antivirales
anti-citomegalovirus. CDV: cidofovir; GCV: ganci-
clovir.
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Tabla 1
Principales mutaciones asociadas a resistencia del citomegalovirus a los antivirales

Gen estudiado Antivirales Codones asociados con resistencia

UL54 FOS 495, 700, 715, 756, 838
GCV, CDV 301, 408, 410, 412, 413, 501, 503, 513, 516,
521, 522, 545, 987
GCV, FOS 776,781, 787, 802, 809, 821
GCV,FOS,CDV 588, 812, 813, 834, 841, 981
CDV 805
UL97 GCvV 405, 460, 466, 520, 590-607*
Maribavir 353, 397, 409, 411

CDV: cidofovir; FOS: foscarnet; GCV: ganciclovir.
*No todos los cambios en las secuencias entre 590 y 607 estidn asociados a
resistencia.

rd ser mas extenso y abarcar entre los codones 300 y 1.000. En el
85-95% de los pacientes, la resistencia a GCV resulta inicialmente de
mutaciones en UL97 y si el antiviral se sigue administrando pueden
aparecer también mutaciones en UL54, de manera que la magnitud
de la resistencia aumenta, ya que podria haber resistencia cruzada a
FOS y CDV“1 (tablas 1y 2).

Cuando esta indicado realizar estudio de resistencias. Métodos
disponibles

Durante las primeras 2 semanas de tratamiento puede objetivarse
un aumento de la antigenemia o de la ADNemia en mas de dos ter-
cios de los pacientes, sin que ello suponga la presencia de cepas re-
sistentes™. Por ello, en estos casos no se encuentra indicada la reali-
zacion de estudios de resistencia.

La resistencia a los fairmacos antivirales debera sospecharse ante
la presencia de cargas virales progresivas o estables (resistencia viro-
l6gica) o ante la persistencia de sintomas clinicos tras 2 semanas del
inicio de un tratamiento antiviral adecuado (resistencia clinica). La
resistencia clinica no necesariamente se acompaiia de resistencia vi-
rolégica, ya que puede estar originada por la presencia de factores
relacionados con la respuesta inmune del receptor’? o bien debido a
que no se alcancen los valores adecuados del antiviral a nivel plas-
matico y/o tisular. Por ello, en los pacientes que presentan respuesta
lenta al tratamiento y no tienen mutaciones asociadas a resistencia
en el estudio virolégico del CMV, seria aconsejable realizar la deter-
minacién de los valores plasmaticos de GCV'3™ asi como el estudio
de la inmunidad CMV-especifica.

La deteccién precoz de la presencia de resistencias a los farmacos
antivirales es fundamental para prevenir una evolucién desfavorable
y la aparicién de multirresistencia, y debe confirmarse mediante mé-
todos fenotipicos o genotipicos.

Métodos fenotipicos

Los métodos fenotipicos, entre los que se encuentra el método de
reduccién de placas como método de referencia, consisten en deter-
minar la reduccién de la replicacién viral en presencia de concentra-
ciones crecientes de antiviral sobre monocapas celulares infectadas
con una suspension titulada del virus. Estos métodos miden la con-
centracién de antiviral necesaria para inhibir el 50% del crecimiento
viral (Cl,). Los estudios fenotipicos requieren el aislamiento previo
del virus, por lo que la limitacién fundamental es el tiempo requeri-
do hasta la obtencién de resultados; ademas, su falta de estandariza-
cién condiciona variabilidad en ellos. Estos métodos deben reservar-
se para estudiar la sensibilidad in vitro a un antiviral, para
caracterizar mutaciones no descritas previamente o para conocer el
efecto combinado de varias de ellas™.

En el caso de detectar mutaciones no conocidas o no asociadas a
un determinado perfil de resistencia, su caracterizacién in vitro se
debe realizar mediante estudios fenotipicos recombinantes, que con-
sisten en la transfeccién de la mutacién de interés en el genoma de
una cepa de referencia sensible para estudiar su patrén de resistencia
fenotipico’®.

Meétodos genotipicos

Los métodos genotipicos son los mas frecuentemente utilizados y
consisten en la deteccién de mutaciones genéticas asociadas a resis-
tencia. El método de eleccién consiste en la amplificacién de regio-
nes del genoma especificas del virus seguido de secuenciacién. Esta
técnica puede realizarse a partir de una cepa de CMV aislada en cul-
tivo o, de forma mas sencilla, directamente de muestra clinica, obte-
niéndose asi los resultados en 2-3 dias. Hay que tener en cuenta que
la carga viral debe ser al menos de 1.000 copias/ml para obtener re-
sultados. Las principales limitaciones de los métodos genotipicos
radican en que no proporcionan un resultado cuantitativo y en la
dificultad en su interpretacion, ya que pueden detectarse mutaciones
irrelevantes que no confieran resistencia'®.

La deteccion de las mutaciones mas frecuentes mediante PCR a
tiempo real o con la utilizacién de microchips de ADN es una op-
cién rapida como método de cribado antes de la secuenciacion;
sin embargo, no nos permite conocer la presencia de otras muta-
ciones™.

Actitud frente al citomegalovirus resistente a ganciclovir

Ante la sospecha de resistencia, las decisiones terapéuticas debe-
rian basarse en el analisis genotipico de los genes UL97 y UL54, el
estado inmune del paciente y la gravedad de la enfermedad. En algu-
nos pacientes, sobre todo en los que no refieren una exposicién pro-
longada a antivirales, la disminucion de la terapia inmunosupresora
puede ser una medida eficaz. Sin embargo, dependiendo de la seve-
ridad de la enfermedad por CMV, puede ser necesario instaurar un

Tabla 2

Diferentes niveles de resistencia a ganciclovir (GCV) en mutaciones en UL97
Mutaciones (ejemplos) GCV IC,, ratio* Interpretacién Actitud
M460V, H520Q, A594V, L595S, C603W 5-10 Resistencia de alto grado Cambio a FOS

C592G, A594T, L405P 2-3 Resistencia de bajo grado
N597D, L6001 <2 Resistencia insignificante
Q449K, H469Y, D605E <15 No resistencia a GCV

Aumento de dosis de GCV. Estudiar mutaciones en UL54; si esta presente
una mutacién que confiere resistencia a GCV cambiar a FOS

Continuar con GCV

Continuar con GCV

FOS: foscarnet; GCV: ganciclovir.

*IC,, cepa viral del paciente/IC, cepa viral salvaje de referencia (nimero de veces que aumenta la IC, de la cepa del paciente respecto a la IC;, de la cepa salvaje, necesaria para

inhibir el crecimiento del virus).
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tratamiento empirico hasta que sean disponibles los resultados del
estudio genotipico. Hay tratamientos alternativos empiricos que
consisten en incrementar la dosis de GCV (superior a 10 mg/kg 2
veces al dia para una funcién renal normal), asociar GCV y FOS? o
administrar FOS de forma aislada.

Si el andlisis genotipico revela la presencia de una mutacién en
UL97 relacionada con resistencia de alto grado, la opcién mas ade-
cuada es el cambio a FOS; sin embargo, si esta relacionada con resis-
tencia de bajo grado, es plausible continuar con GCV a dosis altas,
siempre que se encuentre estable la funcién renal. En los casos en los
que la mutacién aparece en el gen UL54, que generalmente se asocia
a GCV y CDV, se recomienda el cambio a FOS, ya que la resistencia
cruzada a este farmaco es rara?'. Las mutaciones responsables de re-
sistencia a FOS generalmente sélo aparecen en pacientes que toman
este farmaco (tabla 2).

En la actualidad, no disponemos de suficientes evidencias respec-
to al papel de los tratamientos alternativos ante la evidencia de CMV
resistente a los antivirales empleados habitualmente. Sirolimus??, le-
flunomide? y artesunate?* han mostrado buenos resultados en casos
aislados; sin embargo, no hay suficientes evidencias acerca de su pa-
pel en el tratamiento de la infeccién por CMV resistente a GCV.

El reciente antiviral maribavir parece una buena opcién frente a
cepas resistentes a GCV?, Tiene buena biodisponibilidad oral y no
presenta toxicidad hematoldgica, renal ni hepatica. Inhibe la UL97
cinasa viral pudiendo interferir en la fosforilizacién de GCV, con lo
cual no deberia utilizarse en combinacién con GCV; sin embargo, no
afecta la actividad de FOS o CDV y puede administrarse conjunta-
mente. Se ha utilizado en casos aislados como terapia de rescate en
pacientes con infeccién por CMV multirresistentes. Ya se ha descrito
la aparici6n de resistencias con este farmaco?®.

Es necesario realizar estudios prospectivos con un mayor nimero
de pacientes con sospecha de resistencia a los antivirales, que nos
proporcionen un mejor conocimiento de los factores de riesgo aso-
ciados, de la evolucién clinica de dichos pacientes, asi como de la
aparicién de nuevas mutaciones y de la eficacia de nuevas terapias,
para lo cual es imprescindible que ante la sospecha de resistencia
realicemos de manera sistematica analisis genotipico del CMV.
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