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ARTICULO ORIGINAL

Descarga de HSV-1, HSV-2, CMV y EBV en la saliva de receptores de
trasplante de precursores hematopoyéticos de la
Fundacion HOMI - Hospital de la Misericordia, Bogota, D. C.

Sonia P. Bohorquez?, Juliana Diaz*, Claudia M. Rincén?, Marcela Estupifian?, Mauricio Chaparro?,
Ana Maria Low-Calle®, Jaime E. Castellanos'?

* Grupo de Investigacion en Patogénesis Infecciosa, Facultad de Odontologia, Universidad Nacional de
Colombia, Bogota, D.C., Colombia

2 Unidad de Trasplante, Fundacion HOMI — Hospital de la Misericordia, Bogota, D.C., Colombia

3 Grupo de Virologia, Universidad EIl Bosque, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. El trasplante de precursores hematopoyéticos es una alternativa en el tratamiento de
diversas condiciones en la poblacion pediatrica. La intensidad del acondicionamiento para el trasplante
predispone al desarrollo de complicaciones en los receptores. Las infecciones por el virus herpes
simple 1 (HSV-1), el virus herpes simple 2 (HSV-2), el citomegalovirus (CMV) humano y el virus de
Epstein-Barr (EBV) son una causa importante de morbimortalidad en estos pacientes. La reactivacion
de infecciones latentes puede producir descargas virales asintomaticas detectables en la saliva, lo
cual ayuda a determinar el comportamiento de dichas infecciones en pacientes con trasplante y a
establecer el diagnostico temprano de la reactivacion.

Objetivo. Evaluar el comportamiento de la descarga viral de HSV-1, HSV-2, CMV y EBV en la saliva de
pacientes hospitalizados en la Unidad de Trasplante de la Fundacion HOMI - Hospital de la Misericordia,
entre enero y noviembre de 2012.

Materiales y métodos. Se evaluaron muestras de saliva de 17 receptores de trasplante. La presencia
de ADN de HSV-1, HSV-2, CMV y EBV en las muestras de saliva se detectdé mediante reaccion en
cadena de la polimerasa convencional.

Resultados. Se detect6 el ADN del HSV-2 en la saliva de cuatro pacientes, del CMV en la de cuatro
y del EBV en la de nueve, lo cual se asocid con leucopenia. Cuatro de los 17 pacientes presentaron
cargas simultaneas de CMV y EBV. No se detecté el ADN del HSV-1.

Conclusiones: Se demostré una descarga asintomatica de HSV-2, CMV y EBV asociada a leucopenia
en la saliva de los pacientes.

Palabras clave: Herpesviridae, simplexvirus, herpes simple, citomegalovirus, herpesvirus humano 4,
trasplante de médula ésea, trasplante de células madre hematopoyéticas.
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Shedding of HSV-1, HSV-2, CMV, and EBYV in the saliva of hematopoietic stem cell transplant
recipients at Fundacion HOMI - Hospital de la Misericordia, Bogota, D.C.

Introduction: Hematopoietic stem cell transplantation in pediatric patients is an alternative treatment
for different diseases. The conditioning regimen for transplant predisposes recipients to the
development of infections. Viral infections by herpes simplex virus 1 (HSV-1), herpes simplex virus
2 (HSV-2), human cytomegalovirus (CMV), and Epstein-Barr virus (EBV), are the most common,
and the leading cause of morbidity and mortality among these patients. These viruses lie dormant in
various cell types and the reactivation of latent infections may lead to asymptomatic viral shedding
in saliva. The detection of these viruses in secretions may contribute to understand the behavioral
dynamics of these viral infections in transplanted patients, and to the early diagnosis of reactivation.
Objective: To assess HSV-1, HSV-2, CMV and EBV viral shedding in the saliva of patients admitted
for hematopoietic stem cell transplantation at Fundacion HOMI - Hospital de la Misericordia between
January and November of 2012.
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Materials and methods: We evaluated stimulated saliva samples of 17 hematopoietic stem cell
transplantation recipients weekly. We performed DNA extraction from saliva, and we evaluated the
presence of DNA for HSV-1, HSV-2, CMV, and EBV by PCR.

Results: While we detected HSV-2 and CMV DNA in the saliva of four patients, EBV DNA was detected
in nine patients with leukopenia. In contrast, we did not detect HSV-1 DNA in saliva. Additionally, four
out of the 17 patients showed a simultaneous shedding of CMV and EBV.

Conclusions: By conventional PCR, we demonstrated asymptomatic HSV-2, CMV, and EBV viral

shedding in saliva, associated with leukopenia.

Key words: Herpesviridae, simplexvirus, herpes simplex, cytomegalovirus, herpesvirus 4, bone marrow
transplantation, hematopoietic stem cell transplantation.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2985

Los virus herpes son los principales agentes
patégenos en la cavidad oral de los seres humanos
(1,2). La familia Herpesviridae se agrupa en tres
subfamilias: la alfa, que incluye el virus herpes
simple 1 (HSV-1), el virus herpes simple 2
(HSV-2) y el virus varicela zéster (VZV); la beta,
que incluye el citomegalovirus (CMV) humano,
el virus herpes humano 6 (HSV-6) y 7 (HSV-7),
y la gamma, que incluye el virus de Epstein-Barr
(EBV) y el HSV-8 (3).

Ademas de producir infecciones liticas, una de las
principales caracteristicas de los virus herpes es
su capacidad de latencia debida al equilibrio entre
el virus y el sistema inmunolégico del huésped,
con su consecuente persistencia asintomatica. El
ADN latente puede desencadenar la reactivacion y
el ensamblaje de los virus y dar lugar a sintomas
0 no, aunque facilita la transmision en huéspedes
seronegativos (4-7).

Dicha transmisién ocurre principalmente por con-
tacto directo o préximo con individuos sintomaticos,
pero se ha demostrado la presencia temporal de
particulas virales en las secreciones de individuos
infectados que no manifiestan signos ni sintomas;
a esto se le ha denominado descarga o eliminacion
(shedding) viral asintomatica, la cual puede detec-
tarse en saliva, orina, leche materna, lagrimas y
semen. Las descargas de HSV-1, HSV-2, CMV
y EBV estan bien documentadas en individuos
inmunocompetentes, sometidos a tratamientos
odontolégicos e inmunosuprimidos (8-15).

El acondicionamiento previo al trasplante de
precursores hematopoyéticos produce una consi-
derable inmunosupresion y, consecuentemente,
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eleva la morbimortalidad después del trasplante,
principalmente en los receptores de trasplantes
alogénicos. La recuperacion del sistema inmuno-
I6gico después de un trasplante de precursores
hematopoyéticos es gradual, con una fase inicial de
reduccion inmunolégica inmediatamente después
del trasplante, hasta la recuperacién de los
neutrofilos. La segunda fase va desde el momento
del injerto en la médula 6sea hasta el tercer o
cuarto mes, y el efecto mas importante se produce
en la inmunidad mediada por células (16).

Hasta hace algunos afios, las infecciones y reac-
tivaciones por HSV-1 y HSV-2 frecuentemente
aumentaban la morbimortalidad en los pacientes
con trasplante, y el riesgo de complicaciones se
incrementaba debido a la mucositis gastrointestinal,
por lo cual, desde la década de los 80, se administra
a todos los pacientes una profilaxis antiviral con
aciclovir (11).

La infeccion y reactivacion por CMV continda
siendo uno de los problemas mas importantes para
los receptores de trasplantes. Esto ha impuesto
la necesidad de desarrollar protocolos para
el diagnostico temprano mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) o la deteccion de
la antigenemia, y para la profilaxis y el tratamiento
anticipado con ganciclovir (16).

Se ha detectado la descarga asintomatica de
CMV en la saliva de receptores de trasplante de
precursores hematopoyéticos. Correia-Silva, et al.,
evaluaron la descarga oral de CMV en receptores
de trasplante alogénico y concluyeron que la
deteccion del virus en la saliva puede contribuir
a un diagndstico temprano de su reactivacion o
infeccion en este grupo de pacientes (17).

El EBV es uno de los virus mas comunes en los
seres humanos; la mayoria de las infecciones es
asintomatica, pero debe destacarse su asociacién
con neoplasias malignas, como el linfoma de
Burkitt y el carcinoma nasofaringeo, entre otras.
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En los receptores de trasplante se ha asociado
con el sindrome linfoproliferativo postrasplante
(18,19).

Debido a la inmunosupresion causada por el
acondicionamiento previo al trasplante, el equili-
brio entre el sistema inmunoldgico y los virus
herpes en latencia se puede alterar, propiciando
su reactivacion. Igualmente, si el paciente es
seronegativo y adquiere la infeccion durante el
periodo de inmunosupresion (principalmente el
CMV), pueden presentarse complicaciones que
lleven al fracaso del trasplante. La deteccién de
estas reactivaciones e infecciones antes del inicio
de los sintomas es importante en la prevencion y
el control de tales complicaciones.

Dado que estos cuatro virus herpes pueden
detectarse en la saliva, en este estudio se propuso
evaluar la descarga de HSV-1, HSV-2, CMV vy
EBV en la saliva de receptores de trasplante de
precursores hematopoyéticos de la Fundacion
HOMI - Hospital de la Misericordia.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio observacional de tipo
longitudinal para evaluar la descarga de HSV-1,
HSV-2, CMV y EBV en la saliva de los pacientes
gue ingresaron a la Unidad de Trasplante de
Precursores Hematopoyéticos en la Fundacion
HOMI - Hospital de la Misericordia, en el periodo
comprendido entre enero y noviembre de 2012. Se
excluyeron los pacientes cuyos padres o acudientes
no aceptaron participar y aquellos de quienes no
se pudo obtener una muestra adecuada de saliva
después de dos intentos.

Se obtuvo informacién de la historia clinica sobre el
recuento de leucocitos en el momento de la toma
de muestras de saliva, la deteccion de anticuerpos
especificos para alguno de los virus evaluados y la
antigenemia o el resultado de la PCR para detec-
tar la reactivaciéon de CMV. El valor de referencia
normal de leucocitos en sangre en esta institucion
fluctdia entre 4.500 y 13.500 células/pl.

Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras semanales de saliva
de cada paciente a partir del momento de la hos-
pitalizacion en la unidad de trasplantes y durante
la permanencia en esta, hasta tres meses méaximo.
Se estimuld la secrecion de saliva solicitando al
paciente que masticara un trozo de cera para base
de uso odontoldgico y luego se recolecto la saliva
en un tubo estéril de 50 ml que contenia 500 pl de

Eliminacion viral en saliva de receptores de trasplante

medio de transporte DMEM (Dubelcco’s Modified
Eagle Medium), 100 Ul/ml de penicilina y 10 pg/
ml de estreptomicina. Las muestras se refrigeraron
a 4 °C y se transportaron al laboratorio para su
procesamiento.

Procesamiento de muestras

Una vez en el laboratorio, bajo condiciones de
asepsia y en cabina de flujo laminar, las muestras
se diluyeron en proporcién de uno a uno en PBS, y
se centrifugaron a 5.000 rpm o 3.186 RCF durante
10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfiri6 a
un tubo de microcentrifuga de 1,5 mly se almacend
a -80 °C hasta su uso.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se hizo en 50 ul de cada
muestra. Se agregaron 150 pl de la siguiente
solucion: resina Chelex 100 al 20 % en 10 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 mM de EDTA, y azida de
sodio al 0,1 %. Esta mezcla se agit6 en un agitador
de tipo vortex durante 10 segundos y se incubd
a 56 °C durante 20 minutos. Después de otros
10 segundos de agitacion en el agitador vortex,
la mezcla se incubd a 100 °C durante 10 minutos
y, posteriormente, se dejé enfriar a temperatura
ambiente. Tras observar un completo asentamiento
de laresina, se recolecté el sobrenadante en un tubo
nuevo y se almacend a -20 °C hasta su uso (20).

En el cuadro 1 se presentan las condiciones de
amplificacion mediante PCR del ADN de HSV-1,
HSV-2, CMV y EBV. Se decidi6 llevar a cabo la
amplificacion mediante PCR por separado para
HSV-1 y HSV-2 primero, y después para CMV
y EBV.

Para detectar el ADN de HSV-1 y HSV-2 mediante
una PCR anidada, se sigui6 el protocolo descrito
por Sun, et al. (21), usando un par de iniciadores
externos (TO1l y TO2) y haciendo una nueva
amplificacién con tres iniciadores (TIA, TIBl y
TIB2), lo cual da como resultado un amplicon de
129 pb si esta presente el HSV-1 (TIA + TIB1) y
un amplicén de 163 pb si esta presente el HSV-2
(TIA + TIB2). Como control positivo se utilizé el
sobrenadante de células Vero infectadas con
HSV-1y HSV-2.

Las secuencias de los iniciadores para la deteccién
del ADN de CMV amplifican un fragmento de 242
pb, el cual codifica para la proteina estructural
UL56. Como control positivo se usaron células
mononucleares de sangre periférica de un paciente
con infeccion confirmada por CMV (22).
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Cuadro 1. Especificaciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para cada virus

HSV-1 HSV-2 CMV EBV
PCR anidada PCR anidada PCR convencional PCR convencional
Gen blanco ADN polimerasa viral ADN polimerasa viral | UL56 ADN polimerasa viral
Iniciadores Primera ronda, Iniciador sentido (5-ACG TGT (ACTCGTGCACGTGCTT
iniciador sentido TO1 (5-GGC CAG TAC TGG CGG AGTCG-3)) CTTTAC)

CAG ATC CGC GTC TT-3),

Iniciador antisentido TO2 (5'-GCT

GGG GTA CAG GCT GGC AA-3))
Segunda ronda, iniciador sentido TIA
(5'-CTG CCG GAC ACC CAG GGG CG-3)
Iniciador antisentido TIB1 (5'-CCC GCC
CTC CTC GCG TTC GT-3')

Iniciador antisentido TIB2 (5'-CGA CCT
CCT CGC GCT CGT CC-3)

0,5 mM, iniciador antisentido (5'-
TTGAGTGTGGCCAGACTGAG -3)

Protocolo de | Temperatura inicial de 95 °C durante

Temperatura inicial de 95 °C

Temperatura inicial de

amplificacion | tres minutos; 25 ciclos a 95 °C durante durante tres minutos; 45 ciclos 94 °C durante 2 minutos
30 segundos, a 65 °C durante 30 segundos, a 95 °C durante 30 segundos, 39 ciclos de 30 segundos
a 72 °C durante 45 segundos; extension a 54 °C durante 30 segundos, a 94 °C, 45 segundos a
final a 72 °C durante 10 minutos y a 72 °C durante 30 segundos; 60 °C y 45 segundos a
enfriamiento a 4 °C extension final a 72 °C durante 72 °C; para finalizar, 10

7 minutos y enfriamiento a 4 °C minutos a 72 °C

Control Sobrenadantes de Sobrenadantes Células mononucleares de sangre Células TK6

positivo células Vero infectadas de células Vero periférica de un paciente con
con HSV-1 infectadas con HSV-2 | infeccion confirmada por CMV

Referencia 21 21 22 23

Para la deteccion del EBV se empled el protocolo
reportado por Sahin, et al., con el cual se amplifica
un producto de 176 pb (23). El control positivo
consistio en ADN de células TK®6, las cuales, como
se sabe, son positivas para este virus.

En todos los casos, los productos de la reaccion de
cada muestra se separaron en una electroforesis
de agarosa y se tifieron con bromuro de etidio para
su visualizacion y fotografia.

Consideraciones éticas

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional de Colombiay porla Gerencia Cientificade
la Fundacion HOMI - Hospital de la Misericordia.

Resultados

En el periodo comprendido entre enero y noviembre
de 2012, se hospitalizaron 18 pacientes en la
Unidad de Trasplante de Precursores Hematopo-
yéticos de la Fundacion HOMI - Hospital de la
Misericordia; uno de ellos se excluy6 del estudio
porque en dos ocasiones las muestras fueron
insuficientes para el procesamiento. En total, se
recolectaron y procesaron 105 muestras de saliva
de los 17 pacientes incluidos en el estudio: entre
3 y 13 muestras por paciente, dependiendo del
periodo de hospitalizacion.
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Nueve de los pacientes eran de sexo femenino
(52,9 %); la edad fluctud entre los 3y los 17 afos
(mediana de 9 afios y promedio de 10,1 afios),
y la mayoria estaba en el rango de 7 a 15 afios
(cuadro 2).

En cuanto a los diagnosticos en el momento de
la hospitalizacién, la distribucién fue la siguiente:
siete (41,1 %) pacientes tenian leucemia linfoide
aguda; seis (35,3 %), leucemia mieloide aguda; dos
(12 %), linfoma de Hodgkin; uno (5,8 %), anemia
aplasica idiopatica, y otro (5,8 %), neuroblastoma.

De los 17 pacientes, nueve (52,9 %) recibieron
trasplante alogénico de corddon umbilical, cinco
(29,4 %), trasplante alogénico de donante idéntico
emparentado, y tres (17,7 %), trasplante autélogo
(cuadro 2).

Mediante PCR se establecié que habia decsarga
viral en las muestras de diez (58,9 %) de los 17
pacientes evaluados. En cuatro (23,5 %) de ellos
se detect6 descarga de HSV-2; en cuatro (23,5 %),
de CMV, y en nueve (52,9 %), de EBV. En ninguna
de las muestras se detecté el HSV-1 (cuadro 3).
En la figura 1 se muestran los hallazgos en la
electroforesis en gel de agarosa.

Los cuatro pacientes con descarga positiva
para CMV también presentaban EBV; otros tres
presentaban EBV y HSV-2 simultaneamente,
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y el paciente 5 presentd los tres virus, pero no
de forma simultanea. Todas las descargas eran
asintomaticas; en el momento de la toma de las
muestras, ningln paciente presentaba lesiones
en la mucosa oral similares a las causadas por el
virus del herpes.

Como se muestra en el cuadro 3, en 51 (48,6 %) de
las 105 muestras de saliva se detectd, al menos,
uno de los virus evaluados: 29 (27,6 %) fueron
positivas para EBV, 12 (11,4 %), para CMV, y 10
(9,5 %), para HSV-2.

En la muestra numero 12, el recuento leucocitario
de la paciente 2 fue de 2.700/ul; se encontraron
hemoblastos leucémicos en sangre periférica y se
diagnosticé una recaida de la leucemia. Al paciente
5 se le diagnosticd el sindrome linfoproliferativo
postrasplante después de la semana 12.

En el cuadro 3 se muestra el conteo de leucocitos,
ademas de los resultados de cada muestra de saliva
positiva en la respectiva semana. En algunos casos

Eliminacion viral en saliva de receptores de trasplante

se registraron datos sobre el recuento leucocitario
porque no hubo informacion disponible en el dia
de la toma de la muestra.

Discusidn

Las descargas virales asintomaticas son un
importante medio de transmision del virus del
herpes, y la saliva es una de las secreciones que
mas se ha estudiado, principalmente en la detec-
cibn de HSV-1; se ha comprobado la descarga
de HSV-2, CMV y EBV (8,12,14). Igualmente,
se ha demostrado que estas descargas tienen
un comportamiento dinamico y variable, lo cual
significa que no siguen un patréon uniforme y que
pueden presentarse en distintos momentos del dia.
En individuos positivos para HIV, se ha observado
esta variabilidad en la descarga de HSV-1y HSV-2
en hisopados de la cavidad oral a distintas horas y
durante periodos de hasta 30 dias (10).

En el cuadro 3 se presenta este comportamiento
en los pacientes con descargas virales. En el caso
del HSV-2, solo el paciente 2 presentd mas de una

Cuadro 2. Distribucién de los pacientes por edad, sexo, diagnéstico, tipo de trasplante, serologia y estatus para CMV

Paciente Edad Sexo Diagnodstico Tipo de Serologia CMV
trasplante
1 12 M Linfoma de Hodgkin Autoélogo ND PCR negativa al egreso
2 16 F LMA TACU HSV-1: 1gG (+), IgM (-) CMV IgG (-)
HSV-2: 19G (-), IgM(-) Donante negativo
EBV: IgG (-), IgM ()
3 6 M LLA TACU ND Donante IgG (+)
Antigenemia (+) en la semana 7
4 17 M LLA TADI ND ND
5 16 M LLA TACU ND Donante IgG (+); PCR positiva
en la semana 12
6 9 F LLA TACU ND Antigenemia (+) en la semana 7
7 4 F LLA TACU HSV-1: 1gG (), IgM (-) Antigenemia (+) en la semana 7
HSV-2: 1gG (), IgM (-)
8 10 F Anemia aplasica TADI ND ND
adquirida
9 9 F LMA TACU ND ND
10 5 M Neuroblastoma de Autoélogo ND ND
alto riesgo
11 16 M Linfoma de Hodgkin Autdlogo ND ND
en recaida
12 7 F LMA TADI HSV-1: 1gG (+),IgM (-) IgG (+), IgM (-)
HSV-2: 1gG (-), IgM (-)
EBV: IgG (+), IgM (-)
13 7 F LLA TACU IgG (+), IgM (+)
PCR negativa al ingreso
y enlas semanas 3,4y 5
14 13 F LMA TADI ND ND
15 8 M LLA TACU ND ND
16 14 M LMA TACU ND ND
17 3 F LMA TADI ND ND

LMA: leucemia mieloide aguda; LLA: leucemia linfoide aguda; TACU: trasplante alogénico de cordén umbilical; TADI: trasplante alogénico de donante

idéntico; ND: sin datos; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
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Cuadro 3. Pacientes con descargas virales positivas por semana y recuento leucocitario por pl en el dia de toma de la muestra

Paciente Semana
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 EBV EBV EBV EBV EBV
4200 3980 40 300 1000
2 HSV-2 HSV-2 HSV-2 HSV-2 HSV-2 HSV-2  HSV-2
0 340 EBV EBV EBV 73 EBV
720 1080 320 2700
3 EBV CMV CMV EBV EBV
2500 2200 0 250 810
5 CMV HSV-2 EBV EBV EBV EBV
EBV EBV 40 70 60 10
3400 3670
6 CMV CMV CMV CMV CMV CMV CMV
EBV 20 270 EBV EBV EBV
4830 290 110
7 CMV CMV
80 EBV
1690
8 EBV EBV
110 3000
11 HSV-2 EBV EBV
EBV 3694 7680
6030
13 HSV-2
40
17 EBV
330

6-6 6-7 6-8

400
300

200 176

Figura 1. A. Electroforesis en gel de agarosa del producto de
amplificacion de 163 pb para la ADN polimerasa del HSV-2.
Paciente 13, muestra 2 positiva. B. Electroforesis en gel de
agarosa del producto de amplificacion de 242 pb para el
gen UL56 del CMV. Paciente 6, muestras 6 y 7 positivas. C.
Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificacién
de 176 pb para el gen de la ADN polimerasa del EBV. Paciente
6, muestras 6, 7 y 8 positivas.

muestra positiva, en la semana 4 y a partir de
la semana 6 en todas las muestras; en los otros
tres pacientes, sola una muestra fue positiva. En
cuanto a las descargas del virus de Epstein-Barr,
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los nueve positivos presentaron mas de una des-
carga, excepto los pacientes 7y 17, en quienes se
detectd en una sola oportunidad. Se observé un
comportamiento semejante para las descargas de
CMV, y el paciente 5 tuvo una muestra positiva.

Las descargas de HSV-1 en saliva se han estu-
diado con mucha mayor frecuencia que las de
HSV-2; usualmente, se reporta mayor prevalencia
del primero en la cavidad oral de individuos sanos
(24), lo cual se debe, en parte, a que solo en las
Ultimas décadas se ha reconocido la posibilidad
de infecciones orofaciales por HSV-2.

En el presente estudio no se detect6 el HSV-1y
cuatro de los 17 pacientes presentaron descarga
de HSV-2 sin signos clinicos, en contradicciéon
con lo registrado en la mayoria de trabajos, en
los cuales se ha detectado el HSV-1 en mayor
medida (25,26).

La descarga de HSV-2 en la cavidad oral se ha
evaluado en el contexto de las enfermedades de
transmision sexual; Wald, et al. (10), evaluaron
1.388 individuos con antecedentes de infeccién por
HSV-2, de los cuales 44 fueron positivos para este
virus en la cavidad oral y tres presentaron lesiones
en la mucosa. Segun estos autores, aunque la
probabilidad de detectar descargas positivas en
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la saliva es baja, la inmunosupresion asociada a
la infeccion por HIV puede ser el principal factor de
riesgo (10).

Kim, et al. (27), evaluaron hisopados orofaringeos
de 109 hombres seropositivos para HSV-2 y
detectaron descarga en 82 de ellos, de los cuales
48 eran positivos para el HIV y 34 eran negativos.
La descarga estuvo acompafiada de lesiones en la
mucosa oral, al igual que en los pacientes de este
estudio, con lo cual queda claro que la descarga
viral no ocurre en todos los individuos infectados.

Sepulveda, et al. (9), compararon 30 nifios con
cancer y 27 controles sanos en cuanto a la elimi-
nacion oral de HSV-1y 2, y detectaron la de HSV-1
asociada con pancitopenia grave. Solo uno de los
controles presentd descarga positiva para HSV-1
y en ningln caso se detect6 una de HSV-2. En el
presente trabajo, los pacientes 2 y 13 presentaban
leucopenia grave en el momento de la deteccion
del HSV-2 en la saliva, y en los pacientes 5 y 11,
el recuento de HSV-2 fue levemente bajo y normal,
respectivamente. No obstante, en algunos pacientes
con recuentos leucocitarios bajos, no se present6
descarga viral de ninguno de los virus evaluados.

La inmunidad celular controla la produccion de par-
ticulas virales en los ganglios del trigémino (28,29)
y es probable que durante la inmunosupresion
causada por el acondicionamiento se reactiven los
virus, con el consecuente transporte anterégrado
de viriones hacia la mucosa oral, los cuales infectan
y se replican en las células epiteliales.

La reaccién inmunitaria podria ser mas efectiva
para controlar la replicacion del HSV-2 en ganglios
del trigémino que en los ganglios nerviosos de la
region sacra, con una posible interaccion entre
los genes virales y el medio celular especifico en
cada uno de estos ganglios, lo cual explicaria la
infrecuencia de lareactivacion del HSV-2 por encima
del HSV-1 en ganglios del trigémino en individuos
inmunocompetentes y su mayor frecuencia en
individuos inmunocomprometidos (10).

La administracion de aciclovir a todos los pacientes
normalmente previene la reactivacion del HSV-1
y del 2. Sin embargo, se ha comprobado que
la prevalencia de las infecciones por virus del
herpes simple es mayor en individuos inmuno-
comprometidos, principalmente, en los receptores
de trasplante de precursores hematopoyéticos, con
un rango de 4,1 a 10,9 %. Este aumento parece
deberse a la aparicion de mutantes resistentes en
los pacientes receptores de trasplante (30-32).

Eliminacion viral en saliva de receptores de trasplante

La probabilidad de las infecciones por HSV en
estos pacientes es mayor. De las 105 muestras
analizadas en este estudio, en diez tomadas de
cuatro pacientes se detectd descarga de HSV-2, lo
cual es una proporcion baja (9,5 %). El paciente 2
resultd seronegativo para HSV-1y 2 al ingresar a
la unidad de trasplante y, en la semana 4, asi como
a partir de la semana 6, siempre resultdé positivo
para HSV-2 en las muestras de saliva.

Se concluyé que, incluso con la administracién
de aciclovir desde el inicio del acondicionamiento,
fue posible detectar la reactivacién del HSV-2
en los receptores de trasplante de precursores
hematopoyéticos. Es posible que este grupo de
pacientes no estuviera previamente infectado con
HSV-1, ni hubiera tenido contacto con el virus
durante el tratamiento y, por lo tanto, no presen-
tara la reactivacion. Es posible que, a pesar de la
inmunosupresion, la reaccion inmunitaria impidiera
la reactivacion o que esta se debiera a la profilaxis
antiviral. En el contexto de este trabajo, no fue
posible corroborar ninguna de estas hipétesis.

La técnica de PCR anidada empleada en este estu-
dio para detectar el ADN del HSV-1 y 2 se ajustd
al protocolo de Sun, et al. (21), quienes obtuvieron
hisopados de mucosa oral, de piel y de la zona
genital. La técnica ha demostrado ser efectiva
para detectar el ADN del HSV-1 en ganglios del
trigémino obtenidos de cadaveres (33), por lo cual
la ausencia del ADN del HSV-1 no parece deberse
a una dificultad técnica.

La infecciébn o reactivacion del CMV en los
pacientes con trasplante es una de las principales
causas de complicaciones, y el riesgo es mayor
en los casos de un donante positivo y un receptor
negativo (34). Los pacientes 3y 5, que presentaron
descargas positivas para CMV en la saliva,
recibieron trasplante de donantes IgG positivos, y
en la semana 12 la PCR para CMV en el paciente
5 fue positiva en células mononucleares de san-
gre periférica, aunque en él se habia detectado
descarga en la saliva desde el momento de la
hospitalizacion.

Se sabe que existe relacién entre la inmunosu-
presiény lareactivacion de CMVyEBYV (35,36),yen
pacientes positivos para HIV-1 se ha corroborado,
ademas, que la descarga en saliva de CMV ocurre
independientemente de la deteccién en sangre o
en orina (37).

El CMV permanece latente en células CD34+ y
en monocitos CD14+; desde alli puede llegar a
distintos érganos y tejidos, como las glandulas
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salivares (38), infectar otras células y mantener
una produccion viral continua, lo cual apunta a
gue la saliva es la muestra idonea para detectar la
reactivacion viral (17).

Griffin, et al., evaluaron la relacion de las elimi-
naciones de HSV-1, HSV-2, CMV 'y EBV en la saliva
de pacientes positivos para el HIV-1, y encontraron
que en individuos con descargas de EBV era mas
probable encontrar el ADN de CMV, sobre todo
en los dias en que se detectaban descargas de
HSV o EBV. Los autores concluyeron que habria
factores independientes entre si que influyen en la
presencia de la descarga de los tres tipos de virus
del herpes en la cavidad oral, pero que también
pueden existir interacciones entre estos virus (39).

Los cuatro pacientes de este estudio con elimi-
naciones de CMV también presentaron EBV,
lo cual respalda la hip6tesis de que hay mayor
probabilidad de detectar descargas de CMV en los
dias en que también se detecta el EBV (39).

Se observo que la descarga de CMV en la saliva
es independiente de la reactivacion de la infeccién
en células mononucleares de sangre periférica,
como se ha concluido en otros estudios (39).
Se debe considerar que la aplasia disminuye la
posibilidad de recuperar el ADN de células en
sangre periférica, lo cual dificulta el diagndstico.
En el presente trabajo todos los pacientes con
resultados positivos en saliva, también tuvieron
resultado positivo de antigenemia o en la PCR en
sangre periférica, por lo que se puede pensar que
no se produjeron falsos positivos en las muestras.

En cuanto a la relacion de la descarga de CMV con
el recuento leucocitario, es evidente que cuando
las muestras eran positivas, los pacientes presen-
taban leucopenia; es de resaltar, ademas, que los
cuatro pacientes positivos para este virus habian
recibido trasplante alogénico de cordén umbilical.

La relacion entre la descarga de EBV en saliva
y la leucopenia no es tan clara, ya que algunos
pacientes presentaron recuentos normales a pesar
de haberse detectado la descarga. El paciente 5
tenia diagnéstico de sindrome linfoproliferativo
postrasplante asociado con el EBV y en él se
detectaron descargas de este virus desde la
primera semana.

En este trabajo se detectaron descargas de
HSV-2, CMV y EBV en la saliva de pacientes
pediatricos receptores de trasplante de precur-
sores hematopoyéticos asociadas a recuentos
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leucocitarios bajos y trasplante alogénico. En los
pacientes evaluados se observé que la descarga
de virus del herpes en la saliva no fue constante o
permanente y que su comportamiento es diferente
en sangre periférica.

También, se pudo corroborar que la saliva puede
emplearse como un medio seguro y de facil
obtencion para evaluar las descargas virales
asintomaticas.
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