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(54) Metoda de tratament al infectiei cu virusul Herpes simplex de tip 1 si 2

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicind, in special la
o metodd de tratament al infectiei cu Herpes
simplex de tip 1 §1 2.

Conform inventiei, metoda constd 1in
efectuarea examenului clinic §i paraclinic al
pacientului i initierea tratamentului etiotrop
cu aciclovir, precum si a tratamentelor
antiinflamator, sedativ, analgezic, topic,
imunomodulator si vitaminoterapeutic,
totodatd in decurs de 12...24 ore de la

2
examenul clinic se efectueazd testul de
sensibilitate la aciclovir a tulpinilor de virus
prelevate din veziculele herpetice si in cazul
depistarii tulpinilor rezistente la aciclovir,
acesta se substituie din ziua a doua a
tratamentului cu un preparat antiviral cu
actiune timidinkinaza-independentd pe baza de
interferon uman recombinant ¢-2b.
Revendicari: 1



(54) Method for treating Herpes simplex virus type 1 and 2-induced infection

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine, in
particular to a method for treating Herpes
simplex virus type 1 and 2-induced infection.

According to the invention, the method
consists in carrying out the clinical and
paraclinical examination of the patient and
initiation of etiotropic therapy with acyclovir,
and of anti-inflammatory, sedative, analgesic,
local, immunomodulatory and vitamin-
therapeutic treatment, at the same time within

2
12...24 hours after the clinical examination is
carried out the acyclovir sensitivity testing of
virus strains taken from herpetic vesicles, and
in case of detection of acyclovir-resistant
strains, it is replaced from the second day of
treatment with an antiviral drug with thymidine
kinase-independent action based on human
recombinant interferon o.-2b.
Claims: 1

(54) Metoa neyeHusi nH(peKUUN BbI3bIBaeMoii Bupycom Herpes simplex 1 n 2

THIIOB

(57) Pegepar:
1

W300peTeHne OTHOCHTCS K METHUITHHE, B
YaCTHOCTH K METOMY JICUCHUS HH(EKITHH
BBI3BaHHOH BHpycoM Herpes simplex 1 u 2
THIIOB.

CortacHO H300pETEHUIO, METO/L COCTOUT B
OCYILECTBIICHUM KIMHHYECKOTO M IapaKiH-
HHYECKOTO  OOCIEIOBaHHI  ITAIlMEHTa |
UHUIUUPOBAHUKM  3THOTPOIHOIO  JIEUCHHA
aIlUKIIOBHPOM, a TakXKe IIPOTHBOBOCIIA-
JIUTEIBHOTO, CETaTHBHOTO, aHAJIBIe3H-
PYIOLIETO, MECTHOTO, HMMYHOMOJLYJIATOPHOIO
U BUTAMHHOTEPAIIEBTHYECKOIO JIEUEHHUSA, IIPU
3TOM B TedeHHme 12...24 dacoB IOCIe

2
KIIHHHYECKOTO OOCIIEIOBAHUA OCYIIECTBILIIOT
TECT HA YyBCTBHTEIBHOCTh K aITHKIOBUDY
IITaMMOB BHPYCa, B3STHIX W3 T'ePIECTHICCKHX
BE3UKYI, H B clIydac OOHAPYKCHHA
PE3UCTCHTHBIX IITAMMOB K aIlHKIOBHDY, €0
3aMEHAIOT CO BTOPOTO JHS JICUCHHS Ha
IIPOTHBOBHPYCHBIH penapar c
TUMHIHHKIHA3a-HE3aBUCHMBIM JICHCTBHEM Ha
OCHOBE unTephepona YEJIOBEUCCKOTrO
PEKOMOHHAHTHOTO o-2b.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la medicind, in special la o metodd de tratament al infectiei cu Herpes
simplex de tip 1 1 2.

Tinta tratamentului 1n infectia herpetica include:

- reducerea severitatii bolii, scaderea contagiozitatii si a riscului de complicatii prin
inhibarea replicérii virusurilor si stoparea raspandirii infectiei;

- formarea unei aparari imune de o reald valoare prin asigurarea unui raspuns adecvat
(Bapunckuit U1.®., Maxmynos @.P. I'epriec. baxy, Victory, 2013, p. 10-123; Spanu C.,
Birca Ludmila, Rusu Galina. Infectia cu Herpes simplex — particularitti clinico-
epidemiologice, de evolutie, diagnostic, tratament, profilaxie (ghid practic). Chisindu,
Tipografia centrald, 2006, p. 23-65).

Aceste obiective pot fi atinse prin: chimioterapie (tratament etiotrop antiherpetic),
terapie imunomodulatoare (interferoni, inductori ai interferonogenezei, preparate cu
anticorpi antiherpetici, vaccinoterapie), combinarea celor enumerate (chimioterapie+terapie
imunomodulatoare) cu tratament antiinflamator, topic, analgezic. Specificul tratamentului
etiotrop al infectiei herpetice este demonstrat in mare masurd de interrelatia dintre herpes-
virusuri (HV) si organismul uman gazdd caracterizatd prin persistenta indelungatd a
virusului in ganglionii nervosi senzitivi, activizarea lor in cazul diminudrii imunitatii
specifice si nespecifice, posibilitatea de reinfectare cu alte tulpini virale de herpes-virusuri.

Preparatele antiherpetice constituie 80% din toate preparatele antivirale existente, unele
deja au fost abandonate din cauza toxicitdtii severe sistemice importante (idoxuridina,
vidarabina). Majoritatea substantelor antivirale utilizate in terapia infectiilor produse de
herpes-virusuri actioneazd prin inhibarea sintezei ADN-ului viral si sunt din punct de
vedere chimic analogi nucleozidici ai bazelor purinice sau pirimidinice. Cei mai utilizati
compusi 1n terapia infectiilor produse de herpes-virusuri sunt aciclovirul si analogii sdi
penciclovirul si ganciclovirul. Valaciclovirul, famciclovirul si valganciclovirul sunt pro-
medicamente cu acelasi spectru de activitate ca al aciclovirului, dar cu biodisponibilitate
orala superioard, ce permite administrarea lor pe cale orald. Se cunoaste cd aciclovirul
pentru a deveni activ trebuie supus trifosforilarii: prima fosforilare se efectueazd prin
intermediul enzimei virale timidinkinaza, celelalte doud fosforilari sunt realizate de
enzimele celulei gazdd, unde ADN-polimeraza virusurilor herpetice include gresit
aciclovirul trifosfat in lantul ADN-ului viral in locul dezoxiguanizintrifosfatului natural,
conducand la blocarea replicarii virale. Activitatea aciclovirului este strict specificd,
deoarece timidinkinaza herpes-virusurilor de mii de ori mai rapid decat cea a celulelor se
leagd cu aciclovirul, din care cauza aciclovirul se acumuleaza doar in celulele infectate cu
virus.

in acest context o problemi extrem de majord prezinti aparitia rezistentei la aciclovir, in
special la imunodeprimati, care poate varia de la 10 pand la 40% cauzate de tulpinile de
virus Herpes simplex (tip 7) defecte in timidinkinaze (TK -). In prezent, tratamentul in
infectia cu virusul Herpes simplex (HSV'2) implicd (Kapumoa U. M. TI'epuecBupycHas
uH(EKIHS (THarHOCTHKA, KIIMHHUKA, JICUCHHE). MeTHITHHCKOe HH(OPMAITHOHHOE ar¢HCTBO.
MockBa, 2004, p. 117; Ciufecu Elvira Sinziana. Virusologic medicald, Familia
Herpesviridae. Bucuresti, Editura Medicald Nationald, 2003, p. 280-334):

I. Stabilirea diagnosticului clinic, tindnd cont de sediul anatomic al infectiei si spectrul
evolutiv conditionat de acest factor cu identificarea anamnesticului maladiei, examenul
clinic obiectiv.

II. Anamneza epidemiologica.

III. Initierea tratamentului etiotrop $i simptomatic cu declansarea investigatiilor de
laborator intru confirmarea diagnosticului clinic.

III (a). Conform standardelor existente de tratament al infectiei cu HSV? clinicianul nu
trebuie sd temporizeze tratamentul etiotrop specific (cu aciclovir) pand la sosirea
rezultatelor investigatiilor de laborator. Suspiciunea de tulpind virald rezistentd la aciclovir
(TK-) apare pe parcursul tratamentului, adicd in absenta raspunsului clinico-virusologic
favorabil dupd 7...12 zile in primoinfectie herpetica si peste 1...3 luni in infectia herpeticd
cronicd (persistentd). Asadar, instituirea ,,alternativei terapeutice” in prezent se face in baza
raspunsului clinic la tratamentul antiviral, iar alegerea pe criterii de probabilitate statistica.
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III (b). Este cunoscuta metoda traditionald, complexa de tratament al infectiei cu virusul
Herpes simplex (HSV?), care include tratamentul eti otrop specific cu aciclovir (analogii
sdi), tratamentul local, terapia antiinflamatoare, imunomodulatoare si tratamentul
simptomatic. Frecvent pentru tratamentul local se utilizeazad ung. Florenal 0,5%, Tebrofen
3,0%, Oxolin 1,0%, Ridoxol 0,5%. Terapia antiinflamatoare include remedii
medicamentoase  nesteroide: acid acetilsalicilic, salicilamida, fenilbutazon;
imunomodulatoare — interferoni (viferon, giaferon, leucinferon), inductori de interferon
(amixin, poludan, ridostin, cicloferon). Se recomandd aplicarea curantilului in termene
precoce pentru corectia microcirculatiei sangvine, a vitaminelor A, B, C si E pentru
stimularea efectului trofic asupra tegumentelor si mucoaselor. Cuparea durerii herpetice,
postherpetice si a pruritului se face cu sedative, somnifere i analgetice (analgin, sedalgin,
baralgin, promedol etc.).

Durata tratamentului cu utilizarea aciclovirului este de la 7...12 zile pentru primoinfectie
herpeticd si pand la 1..3 luni in dependentd de forma clinicd de manifestare: infectie
cronicd, latentd, persistenta. Acest tratament etiotropic cu aciclovir sau analogii sai de
comun cu tratamentul topic §i simptomatic permite vindecarea bolnavilor, cu exceptia
infectiel herpetice cauzate de HSV? rezistent la aciclovir [1,2].

Dezavantajele metodei constau In absenta efectului terapeutic In infectia herpeticd
primard si recidivantd cauzatd de virusurile herpetice rezistente la aciclovir (TK-),
dezvoltarea efectelor adverse pronuntate (greatd, vomad, diaree, afectarea rinichilor,
convulsii, halucinatii etc.) pe parcursul administrarii indelungate a aciclovirului, cheltuieli
financiare nejustificate.

IV. Diagnosticul de laborator.

Tehnicile de laborator utilizate pentru confirmarea diagnosticului clinic al infectiei cu
herpesvirusuri includ: 1) izolarea virusului HSVY: in culturd de celule HEP-2, Hela, Vero,
BSC-21, C1-13, FEO in ou embrionat, prin inoculare animalelor de laborator si
identificarea virusului izolat in reactia de neutralizare, hemaglutinare, fixare a
complementului, 2) examenul prin tehnicd imunofluorescentd (EIF) pentru identificarea
antigenului virusurilor herpetice (HSV'2) in baza anticorpilor monoclonali si policlonali,
3) utilizarea reactiei de amplificare genicd PCR si a tehnicilor de hibridizare pentru
evidentierea si evaluarca ADN-lui virusului herpetic, 4) analiza imunoenzimaticd, realizata
prin echipament dotat cu anticorpi monoclonali pentru evidentierea anti-HSV IgM si anti-
HSV IgG si e¢valuarea infectiei herpetice primare, cronice, recidivante, 5) analiza
imunoenzimaticd (imunodot) cu utilizarea a doud glicoproteine de suprafatd a virusului
HSV - 1 (gG1) si HSV — 2 (gG2) pentru identificarea formelor subclinice ale infectiei
herpetice si evaluarea seroconversiei in infectia herpeticd recidivantd, 6) analiza prin
Western blot (imunoblot) capabila de a evidentia anticorpii din serul pacientului testat cétre
50 proteine individuale ale virusului herpetic (HSVY2), 7) metoda citomorfologici —
examenul microscopic al probelor recoltate din leziuni (cutanate, mucoase, bioptat etc.)
care demonstreaza celule gigante polinucleare si incluziuni intranucleare, cunoscute sub
numele de celule Unna, dar nu permite diferentierea de alte virusuri. Suplimentar la cele
mentionate pot fi realizate examene complementare (punctia lombard cu cercetarea
lichidului cefalorahidian, Rezonanta Magnetica Nucleara cerebrald, computer tomografia
cerebrald, electroencefalografia, investigatii ultrasonore) care sunt conditionate de forma
clinici si sediul infectiei. in formele recidivante si severe sunt necesare investigatii
suplimentare de apreciere a statutului imun, in special tisular (CD4 si CD8 — subpopulatiile
T-limfocitelor), statutului interferonilor (cantitatea totald de interferon, capacitatea
leucocitelor de a induce o i B-interferon, capacitatea T-limfocitelor de a induce y-
interferon), factorul de necroza tumorala.

Algoritmul prezentat nu include identificarea si evaluarea tulpinilor de virus herpetic
(HSV?) rezistente si sensibile (TK+) la aciclovir.

Dezavantajele metodei cunoscute de tratament al infectiei herpetice etiologic cauzate de
HSV? tin de:

- absenta testului de identificare a tulpinilor de virus Herpes simplex (tip ?) rezistente la
aciclovir defecte in (TK-) in primele (12...24 ore) de initiere a tratamentului antiviral
etiotrop specific,

- esecul tratamentului antiviral cu aciclovir la 40% pacienti, In special la cei
imunodeprimati cu infectie herpeticd acuté, cronica (recidivantd),
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- necesitatea modificarii spectrului de antivirale etiotropspecifice pentru infectia
herpetica, inclusiv doza de aplicare pe parcursul tratamentului,

- utilizarea neadecvata a aciclovirului in tratamentul infectiei cu virusul Herpes simplex
duce la sporirea procentuald considerabild a tulpinilor de virus herpetic rezistente la
aciclovir,

- sporirea semnificativa a incidentei reactiilor adverse; afectarea tranzitorie a functiei
renale prin cristalizarea aciclovirului in tubii renali, reducerea functiei hepatoprotectoare a
ficatului, aparitia semnelor de neurotoxicitate, greatd, voma, diaree, febrd, iritatie, confuzie,
vertij, delir etc.,

- pierderi materiale (financiare) neargumentate suportate de Compania Nationala de
Asigurari In Medicind §i pacienti pe parcursul tratamentului, ce tin de procurarea
medicamentului nominalizat — aciclovir, sau analogilor lui,

- reducerea semnificativa a posibilitatii de izolare si identificare a sensibilitatii virusului
Herpes simplex (HSV?) la aciclovir in stadiile tardive de evolu tie a infectiei herpetice.

Problema pe care o rezolvd inventia este sporirea semnificativd a eficacitatii
tratamentului specific etiotrop in infectia cu virusul Herpes simplex HSVY2 manifestatd prin
revenirea la normd in termeni redusi a parametrilor clinici §i paraclinici, reducerea
semnificativd a duratei de spitalizare si a efectelor adverse cauzate de administrarea
nejustificatd a aciclovirului, diminuarea riscului de dezvoltare a complicatiilor severe
postherpetice ca urmare a tratamentului neadecvat si evitarea cheltuielilor materiale
neargumentate.

Esenta inventiei constd in efectuarea examenului clinic §i paraclinic al pacientului si
initierea tratamentului etiotrop cu aciclovir, precum s§i a tratamentelor antiinflamator,
sedativ, analgezic, topic, imunomodulator §i vitaminoterapeutic, totodatd in decurs de
12...24 ore de la examenul clinic se efectueaza testul de sensibilitate la aciclovir a
tulpinilor de virus prelevate din veziculele herpetice si in cazul depistarii tulpinilor
rezistente la aciclovir, acesta se substituie din ziva a doua a tratamentului cu un preparat
antiviral cu actiune timidinkinaza-independenta pe bazd de interferon uman recombinant o.-
2b.

Inventia se referd la o noud abordare a metodelor de tratament al infectiei herpetice in
baza diagnosticului prezumtiv precoce (realizat in 12...24 ore) care permite diferentierea
tulpinilor de virus herpetic in (TK+) si (TK-).

Rezultatul inventiei constd in obtinerea unei eficacitati sporite in tratamentul etiotrop
specific al infectiei herpetice, demonstratd prin revenirea la parametrii normali intr-un
mterval de timp redus (comparativ cu metoda prototip) a indicilor clinici i paraclinici,
excluderea utilizarii nejustificate a aciclovirului (derivatiilor sdi), care poate dezvolta efecte
adverse extrem de nedorite (greatd, voma, diaree, convulsii, cristalizarea aciclovirului in
tubii renali, halucinatii etc.), reducerea riscului de avansare a infectiei herpetice in forme
severe (encefalite), urmare a absentei raspunsului virusologic scontat la tratamentul cu
aciclovir, diminuarea semnificativdi a duratei de spitalizare a pacientilor, inclusiv a
suportului material.

Solutionarea acestei probleme, privind sporirea eficacitatii tratamentului in infectia cu
virusul Herpes simplex, se datoreaza includerii acestui modul original de diferentiere a
virusurilor herpetice in HSVY (TK+) si HSV (TK-) in primele 12...24 ore de la initierea
investigarii clinice a pacientului, care face posibild modificarea in timp real a tratamentului
antiviral cu dezvoltarea unui raspuns clinico-virusologic de tratament al infectiei herpetice
cu HSV? (TK+); HSV? (TK -) sustinut.

Toate aceste argumente ne permit sd afirmam cd prin aplicarea metodei propuse se
solutioneazd o importanta problema clinico-virusologicd, obtinand rezultate terapeutice si
epidemiologice benefice, insotite de ameliorarea indicilor clinici §i paraclinici cu un impact
pozitiv asupra diminudrii morbiditatii prin infectiile herpetice.

in continuare prezentim metodologia propusi pentru diferentierea tulpinilor de virus
Herpes simplex in HSVY, aciclovir sensibile (TK+) si HSVY: aciclovir rezistente (TK-),
unde procesul tehnologic include mai multe etape.

Etapa 1. Concomitent cu examenul clinic primar al pacientului cu diagnosticul
prezumtiv ,,infectie herpetica”, continutul veziculelor indiferent de localizare (herpes labial,
genital, ocular etc.) in volum de 0,1 ml se inoculeazd in culturi celulare Vero, HEp-2 cu
monostrat format, cultivate special pe lamele de sticlda (destinate pentru tehnicile de
imunofluorescentd), unde mediul de culturd Eagle + ser bovin (10%) a fost suplimentat cu
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aciclovir in concentratie inhibitoare, cand IC-50=2,0-5,0, pg/ml. Dupa 12...24 ore lamelele
cu substrat celular deja fixat se prelucreaza cu anticorpi monoclonali anti-HSV? marca ti cu
fluoresceind (BIO-RAD, Pathfinder, SUA) pentru evidentierea markerilor antigenici ai
virusurilor herpetice HSV?: la microscopul de ultimd generatie in regim automatizat Leica
2500 DM, Germania.

Etapa 2. Aceeasi procedurd realizatd prin infectarea culturilor celulare Vero, HEp-2 cu
continut vezicular de la pacientii nominalizati §i prelucrarea ulterioard prin tehnici de
imunofluorescenta pentru evidentierea markerilor antigenici ai virusului herpetic HSV? in
absenta solutiei de aciclovir in concentratie IC>2,0 pg/ml.

Etapa 3. Procedura similard primului test, deosebindu-se prin inocularea concomitentd a
continutului veziculelor recoltate de la pacientii cu infectie herpeticd in volum de 0,1 ml si
a serurilor de neutralizare a activittii infectioase a virusului herpetic HSV? de asemenea
in volum de 0,1 ml (obtinute la Institutul de virusologie ,,D.I. Ivanovski”), Moscova,
Federatia Rusd, in culturi celulare.

Etapa 4. Ultimul test-martor, similar primului, a inclus toate elementele enumerate de
identificare a virusului herpetic HSV': si de evidentiere a posibilelor tulpini aciclovir-
rezistente in culturile celulare nominalizate, dar inoculate cu placebo (0,1 ml ser fiziologic).

Tabelul 1
Interpretarea rezultatelor obtinute prin tehnici de imunofluorescenta privind
diferentierea tulpinilor de HSV? in TK+ si TK-, dupd metodologia propusa de autori in
timp de 12...24 ore

Testele utilizate Infectie herpeticd (IH) cu virusurile HSV ?

HSV

Test -1 +) ) )
Test -2 +) +) -)
Test -3 ) ) )
Test -4 ) ) )

25

30

35

40

45

Remarca: * pacient cu infectie herpeticd (IH), etiologic cauzatd de virusul HSV'A,
rezistent la tratamentul cu aciclovir; ** pacient cu IH determinata de HSVY2 sensibil la
tratamentul cu aciclovir, *** absenta infectiei herpetice la pacientii investigati.

Pentru aprobarea metodei propuse de tratament al infectiei cu virusul Herpes simplex s-
au efectuat investigatii clinice §i paraclinice pentru aprecierea eficacitatii metodei originale
de tratament in clinicile de boli infectioase la copii si adulti ,,Spitalul clinic municipal de
boli contagioase la copii”, Spitalul clinic de boli infectioase ,,T. Ciorba”, Chisindu. Pe
parcursul perioadei de studiu au fost examinati 85 bolnavi in vérstd de la 2 pana la 18 ani cu
diagnosticul clinic prezumtiv — infectie herpeticd labiala.

Diagnosticul clinic prezumtiv de infectie herpeticd labiald a fost confirmat prin
investigatii paraclinice: evidentierea markerilor Ag HSVY: si Ag HSVY: in elementele de
structurd ale sangelui (limfocite, leucocite si eritrocite) la bolnavii din ambele loturi prin
tehnici de imunofluorescentd cu anticorpi monoclonali, marcati cu fluoresceini. Ponderea
bolnavilor cu infectie herpetica, etiologic cauzatd de HSV ” confirmatd prin tehnicile
nominalizate a constituit 85,9%. Ulterior bolnavii au fost repartizati in doud loturi martor si
experimental, fiind completate succesiv, odatd cu internarea lor in stationar, care au inclus
43 si, respectiv, 42 pacienti. Loturile au fost formate dupd metoda selectiei aleatorii, iar
studiul a fost realizat prin metoda dublu-orb. in lotul martor tratamentul initiat dupi
examenul primar clinic a inclus aciclovir 15 mg/kg per os, de 5 ori/zi, timp de 7...12 zile
suplimentat cu ung. Florenal 0,5%, Tebrofen 3,0% si Oxolin 1,0% local si cu administrare
de vitamine din grupa B, acid ascorbic, in unele cazuri dupd necesitate au fost aplicate
sedative §i analgetice. Supravegherea clinicd si investigatiile paraclinice efectuate la
sfarsitul curei de tratament demonstreaza ca la o pondere considerabild de bolnavi 85,7%
din lotul martor s-au redus semnificativ termenele de aparitie a noi eruptii veziculoase,
nsotite de simptome de arsurd i prurit, constituind in medie 3,7+ 0,2 zile fata de 10,7+0,5
zile identificate la 6 (14,3%) pacienti din acelasi lot, ulterior identificati ca rezistenti la
tratamentul cu aciclovir (TK-). Acest grup de pacienti, in numar de 6, de asemenea a
punctat un numar semnificativ de recidive 5 (cazuri) cu termene prelungite de disconfort

*IH cu virusul HSV, TK- | ** IH cu virusul HSV, TK+ | *** Absenta IH cu
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general (dureri, mialgii, nevralgii etc.) pand la 12, inclusiv absenta procesului de epitelizare
(tab. 2).

La 5 din cei 6 pacienti, de asemenea au fost atestate suprainfectii bacteriene, ceea ce a
dus la o crestere a duratei de manifestare a eruptiilor, durata medie a spitalizarii constituind

5 16...19 zile.
Tabelul 2

Indicii clinici de baza evidentiati la pacientii cu infectie herpetica labiala dupd aplicarea

tratamentului existent nemodificat
Lotul martor — 43 bolnavi
Nr. Indici TH cu HSV? TK+ M SVI TR - |
37(86,1%) 6(13,9%)
Abs Mz+m Abs Mz+m

1 Durata spitalizarii 9...10 8,5+0,3 18...21 | 20,5+0,3
2 Termenele de aparitic a 3.4 3,7+0,2 9...12 | 10,7+0,5

eruptiilor noi (zile)
3 Numarul recidivelor (cazuri ) 2 5 <005
4 Termenele disparitei 6...7 6,4+0,3 14...16 | 13,407

disconfortului general (dureri,

nevralgii, mialgii etc.) (zile)

5 Suprainfectii bacteriene 1 6

(cazuri)

6 Termenele de epitelizare (zile) 15...17 16£1,0 25...30 | 27,3+1,0

Remarca: Monitorizarea clinicd §i a unor indici paraclinici a fost efectuata in termen de

10 pana la 3...6 luni.

Durata spitalizérii pentru bolnavii cu infectie herpeticd, rezistenti la tratamentul cu
aciclovir (TK-) a constituit de la 18 pand la 21 zile, comparativ cu 9...10 zile, interval
caracteristic pentru bolnavii care au raspuns la tratamentul cu aciclovir. In paralel cu
monitorizarea clinico-virusologicé s-a efectuat testarea unor indici ai imunitatii celulare la

15 finele curei de tratament cu aciclovir, prin utilizarea analizei imunoenzimatice Capcelia
(BIORAD) SUA cu aprecierea numarului total de limfocite si a subclaselor T-helper si T-
supresor. Rezultatele examindrii paraclinice a bolnavilor din lotul martor sunt expuse in
tab. 3.

Tabelul 3

20 Indicii paraclinici de baza la bolnavii cu infectie herpetica labiala examinati in lotul

martor dupd tratamentul existent, nemodificat
Lotul martor — 43 bolnavi

Nr. | Indicii imunititii IH cu HSV? TK+ IH cu HSV? TK - P

celulare ’ 37 (86,1%) 6 (13,9%)

Abs M+m Abs M+m

1 T-limfocite total 1,1+0,1 1,2+0,1
2 T-limfocite (helperi) 0,81+0,07 0,65+0,06
3 T-limfocite (supresori) 37 0,29+0,02 6 0,50+0,04 <0,05
4 Indicele T-helperi/T- 2,79+0,03 1,3+0,2

supresori

Remarcd: Valorile indicilor paraclinici sunt exprimate astfel, spre exemplu T-limfocite
(helper) =0,81+ 0,07x10%/L..

Evaluarea rezultatelor obtinute demonstreaza ca la bolnavii cu infectie herpetica labiala,

25 care au raspuns la tratamentul cu aciclovir (TK+) dupa 7...12 zile s-a inregistrat o sporire a
numarului de T-limfocite helper si o reducere a T-limfocitelor supresoare, comparativ cu
indicii analogi la bolnavii care au fost identificati ca rezistenti la aciclovir (TK-).
Indicatorul T-helper / T-supresor de asemenea reflectd aceastd tendintd, pentru bolnavii
care au raspuns la tratamentul cu aciclovir.

30 Identificarea markerului Ag HSV? prin tehnici de imunofluorescen ta in elementele de

structurd ale sangelui (leucocite, limfocite, eritrocite) la bolnavii din lotul martor, care au
raspuns la tratamentul cu aciclovir dupd 12 zile a demonstrat o reducere semnificativa a
incidentei de la 85,9% (37) pana la 39,5% (17). P<0,05.
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La cei 6 bolnavi rezistenti la tratamentul cu aciclovir, marcherii Ag HSV? au fost
identificati pana si dupa tratament.

Investigarea clinicd §i paraclinicd a pacientilor din lotul experimental cu infectie
herpetica labiald, in numar de 42 bolnavi, a inclus aceiagi parametri, cu exceptia cd la
initierea examenului clinic si a diagnosticului de laborator pentru confirmarea infectiei cu
HSVY% a fost inclusa metodologia de diferentiere a tulpinilor de virus Herpes simplex in
de virus HSV? concomitent cu ini tierea examenului clinic ne-a permis sa identificim din
start timp de 12...24 ore 5 pacienti cu infectie herpeticd, rezistenti la tratamentul cu
aciclovir (TK-). Astfel a devenit real, incepand cu ziua a doua de tratament, de a substitui
produsul antiviral aciclovir cu viferon — 500.000 pentru bolnavii cu infectie herpeticd
labiald, cauzata de HSVY: (TK-), nemodificand tratamentul simptomatic. Viferonul este un
produs antiviral, care include interferon IFN — a 2 uman recombinat si vitaminele E s1 C pe
ulei de cacao.

Asadar, Incepand cu ziua a doua de tratament, la cei 5 bolnavi cu infectie herpetica
HSV? (TR -) din lotul experimental, produsul antiviral aciclovir a fost substituit cu viferon
— 500.000, suplimentat cu ung. Florenal, Tebrofen, Oxolin local si cu administrarea de
vitamine (grupa B), acid ascorbic si aplicarea dupd caz a unor sedative si analgetice pe
parcursul a 7...12 zile. Rezultatul eficacitatii metodei de tratament modificate a bolnavilor
cu infectie herpetica labiald cu o duratd de pana la 12 zile sunt expuse in tab. 4.

Tabelul 4

Indicii clinici de baza evidentiati la pacientii din lotul experimental cu infectie herpetica

labiald dupd aplicarea tratamentului etiotrop modificat

Lotul experimental — 42 bolnavi

Indici T cu HSV? TK+ TH cu HSV? TK -

37 (88,1%)

5(11,9)

Abs

M+m

Abs

M+m

Durata spitalizarii

9...11

8,840,3

7,2+0,3

Termenele de
eruptiilor noi (zile)

aparitic  a

2.3

3,0+0,2

3,0+0,2

(%)

Numarul recidivelor (cazuri)

3

Termenele disparitiei
disconfortului general (dureri,
nevralgii, mialgii etc.) zile

6,1+0,3

5,7¢0,3

W

Suprainfectii bacteriene (cazuri)

1

Termenele de epitelizare (zile)

14...16

15,7+1,0

13...15

14,5+1,0

<0,05

25

30

35

40

Remarca: Monitorizarea clinicd §i a unor indici paraclinici a fost efectuatd in termen de
pand la 3...6 luni.

Rezultatele obtinute, expuse in tabelul 5, demonstreaza cd practic nu este o diferentd
semnificativa intre valoarea indicilor clinici evidentiati la bolnavii cu infectie herpeticd
labiala HSV'2 (TK+) si la pacientii cu HSV? (TK -), ultimii evidentiati ca aciclovir
rezistenti la tratamentul din start cu aciclovir. Contrar lotului martor, indicii din lotul
experimental, in special pentru cei 5 bolnavi (TK-), carora din start li s-a modificat schema
de tratament, demonstreazd o tendintd de ameliorare mai rapidd a valorilor indicilor
nominalizati. Indicii paraclinici evidentiati pentru bolnavii cu infectie herpeticéd labiald din
lotul experimental de asemenea confirma eficacitatea sporitd a metodei de tratament
propuse comparativ cu metoda din cadrul celei mai apropiate solutii. Rezultatele
investigatiilor de laborator ce tin de statutul imun tisular sunt expuse in tab. 5.




10

15

20

25

30

35

40

45

MD 995 Y 2016.01.31

9

Tabelul 5
Indicii paraclinici de baza la pacientii cu infectie herpeticd labiald examinati in lotul
experimental de tratament in varianta propusa

Nr. Lotul experimental - 42 bolnavi
o - |__IHcuHSV? TK+ TH cu HSV? TK - P
Indicii imunitatii 37 (88,1%) 5 (11,9%)
celulare
Abs M+m Abs M+m
1 T-limfocite total 1,2+0,1 1,2+0,1 <0,05
2 T-limfocite (helperi) 0,79+0,65 0,81+0,07
3 T-limfocite (supresori) 37 0,27 £0,02 5 0,28+0,02
4 Indicele T-helperi / 2,92+0,31 2,89 +0,30
T-supresori

Remarca: Valorile indicilor paraclinici sunt exprimate astfel, spre exemplu T-limfocite
total=1,2+0,1x10° /L.

Astfel, 1a finele tratamentului (dupa 7...12 zile) cu aciclovir pentru pacientii cu infectie
herpetica (TK+) si cu viferon — 500.000 pentru pacientii cu virus Herpes simplex HSV?
(TK-) nu a fost evidentiatd o diferentd statistic semnificativd intre indicii caracteristici
pentru statutul imun tisular. In ambele cazuri indicii au revenit in limitele normei in
termene similare.

Identificarea markerului Ag HSV? prin tehnici de 1 munofluorescentd cu anticorpi
monoclonali anti HSV? marca ti cu fluoresceind la finele tratamentului (dupa 7...12 zile) a
demonstrat o reducere semnificativd a prezentei markerului nominalizat in elementele de
structurd ale sdngelui bolnavilor cu infectie herpeticd de la 85,9% (36) pana 38% (17)
P=0,05. Markerul Ag HSV': a fost identificat dupd tratamentul etiotrop cu viferon -
500.000 initiat practic dupa examenul clinic la 2 bolnavi din 5 testati prezumtiv si apreciati
ca aciclovir rezistenti (TK-).

Algoritmul tratamentului etiotrop existent al infectiei cu virusul Herpes simplex, tip ?
este urmatorul:

I.  Examenul clinic al pacientului cu infectie herpeticé (prima zi);

II. Initierea tratamentului cu aciclovir (incepdnd cu prima zi). Diagnosticul de
laborator (12...48 ore);

III. Evaluarea tratamentului etiotrop (simptomatic dupa 7...12 zile);

IV. Modificarea tratamentului In urma esecului cauzat de virusul herpetic aciclovir
rezistent. Initierea unui nou tratament cu un alt antiviral, inclusiv viferon, timidinkinaza -
independent (dupd 7...12 zile);

V. Evaluarea tratamentului etiotrop antiherpes (simptomatic) dupa 14...24 zile initiat
cu alt produs antiviral — foscarnet.

Algoritmul tratamentului etiotrop propus al infectiei cu virusul Herpes simplex, tip ?
este urmatorul:

I.  Examenul clinic al pacientului cu infectie herpeticd (prima zi);

II. Initierea tratamentului cu aciclovir (incepand cu prima zi). Diagnosticul de
laborator (12...48 ore). Diferentierea tulpinilor de virus herpetic in aciclovir sensibile
(TK+) sirezistente (TK-) dupa metoda propusa in 12...24 ore;

III. Modificarea tratamentului initiat cu aciclovir dupd 24 ore urmare a identificarii
tulpinilor de virus herpetic aciclovir rezistente (TK-). Substituirea aciclovirului cu un alt
produs antiviral etiotrop, inclusiv viferon, timidinkinaza - independent;

IV. Evaluarea tratamentului etiotrop (simptomatic) dupd 7...12 zile.

Modificarea schemei de tratament al infectiei herpetice cu HSV? in baza includerii
unui element nou propus in diagnosticul de laborator, care ne permite in timp de 12...24
ore diferentierea tulpinilor de virus Herpes simplex HSV'2 in TK+ si TK-, oferd
posibilitatea de a initia tratamentul etiotrop practic peste 12...24 ore dupd realizarea
examenului clinic, contrar 7...12 zile, urmare a algoritmului existent de tratament.

Rezultatele obtinute demonstreazd cd modificarea metodei cunoscute (prototip) de
tratament cu aciclovir al infectiei cu HSV?, prin includerea la etapa ini tiala de examinare
clinicd a unui modul nou de diagnostic pentru diferentierea virusurilor herpetice HSV? in
sensibile (TK+) si rezistente (TK-) a dus la sporirea semnificativd a eficacitatii
tratamentului comparativ cu metoda cunoscutd. Acest efect benefic include: revenirea la
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parametrii normali intr-un interval de timp cu mult mai redus a indicilor clinici si
paraclinici, excluderea utilizarii nejustificate a produsului antiviral etiotrop — aciclovir, care
poate dezvolta efecte adverse nedorite (cristalizarea aciclovirului in tubii renali, voma,
greatd, diaree, somnolentd, halucinatii, convulsii, ameteli etc.), reducerea riscului de
avansare a infectiei cu herpes in forme severe (encefalite), cronice, latente urmare a
absentei raspunsului virusologic scontat la tratamentul cu aciclovir, diminuarea
semnificativa a duratei de spitalizare a pacientilor, inclusiv a costului tratamentului.

Pentru ilustrarea eficacitatii tratamentului infectiei herpetice labiale, etiologic cauzate de
virusul Herpes simplex prezentam urméatoarele cazuri clinice.

Exemplul 1. Bolnavul B., 2 ani 7 luni, a fost internat pe data de 18.10.2014 cu acuze la
senzatie de arsuri, dureri, usturime la fatd In regiunea buzelor, disconfort, slabiciune
generald, febrd 38,1°C. n regiunea labiali (subnazald) au fost identificate multiple vezicule
cu lichid transparent, care au aparut pe parcursul ultimelor 12...24 ore. Ganglionii limfatici
periferici erau miriti in volum. In anamnezi s-a stabilit aparitia in premierd a acestei
patologii. Investigatiile de laborator realizate in primele 24...48 ore au identificat prezenta
markerului Ag HSV-1 in elementele de structurd ale sdngelui si in lichidul vezicular,
markerul anti-HSV-1 igM a fost negativ, iar anti-HSV-1 igG pozitiv. Concomitent prin
testul propus s-a demonstrat ca tulpina virusului herpetic HSV-1 este sensibild la aciclovir
(TK+). In urma investigatiilor efectuate s-a stabilit diagnosticul clinic de infectie herpetica
primard, etiologic cauzatd de HSV-1 (TK+). In continuare pacientul a fost testat la markerii
paraclinici: hemoleucograma (18.10.2014) Hb-106 g/L, Er-3,5x10"%/L, leuc-6,0x10°/L, nes-
2%, segm-60%, eoz-1%, limf-28%, mon-9%, VSH-12 mm/ora si repetat (22.10.2014) Hb-
128 g/L, Er-4,5x10"/L, leuc-5,1x10°/L, nes-0%, segm-35%, eoz-2%, limf-55%, mon-8%,
VSH-10 mm/ord; urograma si coprograma fiind in limitele normei.

Testarea indicilor imunitatii celulare prin analiza imunoenzimaticad (Capcelia-BIORAD)
a evidentiat urmatoarele: T-limfocite(total)-0,6/x10°; T-limfocite (helperi)-0,31x109; T-
limfocite (supresori)-0,29x10°, T-helperi /T-supresori-1,06. S-a instituit tratamentul cu ung.
Florenal 0,5%, ung. Herpevir 2,5%, aplicatii topice si aciclovir, 15 mg/kg, per os, de 5
ori/zi, timp de 7 zile. Ca rezultat al tratamentului aparitia de noi vezicule herpetice s-a
stopat peste 48 ore, iar eruptiile au disparut peste 5...6 zile, concomitent disparand si
acuzele locale. Identificarea markerului Ag HSV-1 in elementele structurale ale sangelui
dupd finalizarea tratamentului a demonstrat absenta acestuia. Markerii anti-HSV% igM si
anti-HSV2 igG 1n serul bolnavului au rdmas nemodificati. Indicii imunitétii celulare au
demonstrat urmitoarele: T-limfocite (total)-1,2x10°/L, T-limfocite (helperi)-O,SOxlOglL, T-
supresor-0,29x10°/L; T-helperi/T-supresori-2,75. Supravegherea clinicdi pe parcursul
perioadei de pana la 3 luni a pacientului nu a evidentiat aparitia de recidive.

Exemplul 2. Bolnavul G., 2 ani 3 luni, a fost internat pe data 15.10.2014 cu acuze severe
de dureri, prurit, senzatie de usturime, febrda 37,6 °C, disconfort, slabiciune generald insotite
de multiple vezicule cu lichid transparent localizate in regiunea perinazald a fetei, aparute
recent in ultimele 12...24 ore. In anamnezi a acuzat prezumtiv suportarea unei infectii
respiratorii acute insotite de febrd, dureri de cap si in git, nas infundat, ochi inrositi
(hiperemiati), disconfort general. Ganglionii limfatici periferici erau mariti in volum.
Maladia a evoluat cu recidive si remisii, acum recidivind a 4-a oard. Din anamnezd s-a
constatat c¢d acutizarea posibil este legatd de statutul imun compromis. Prezumtiv a fost
stabilit diagnosticul ,,infectie herpetica nazo-labiald”. Investigatiile de laborator efectuate in
primele 12...24 ore au identificat prezenta markerului Ag HSV-1 in elementele de structurd
ale sangelui si 1n lichidul veziculelor, markerul anti-HSV 1 IgM a fost negativ, iar anti-
HSV 1 IgG pozitiv. Concomitent prin testul propus la etapa primard, in primele 12...24 ore
de examinare clinicd a bolnavului prin teste paraclinice s-a demonstrat ¢ tulpina virusului
herpetic HSV-1 este rezistenta la aciclovir (TK-). Astfel diagnosticul clinic a fost formulat
in urmaitoarea redactie: ,,infectie herpetica nazo-labiald recidivantd, etiologic cauzatd de
HSV-1, rezistent la aciclovir (TK-)”. In continuare pacientul a fost examinat la urmétorii
marcheri paraclinici: hemoleucograma (16.10.2014) Hb-137 g/L, Er-4,5x10"/L, Leuc-
6,3x10°/L, neseg-2%, segm-50%, €0z-4%, limf-38%, mon-6%, VSH-12 mm/ord; examenul
biochimic al sangelui ureea-5,29 mmol/L, creatinina-68,4 mmol/l,, ALLT-13,4U/L,, AST-
66,2U/L, bilirubina generald-6,1 pumol/L, amilaza-56,0U/L; urograma §i coprograma (in
normd). Indicii imunitatii celulare: T-limfocite(total)-0,80x10°; T-limfocite (helperi)-
0,48x10”; T-limfocite (supresori)- 0,35x10%; T- helperi /T-supresori -1,37. Luand in
consideratie rezistenta tulpinii de HSV-1 la aciclovir evidentiatd in primele 12...24 ore de
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la examinarea clinica s-a instituit tratamentul cu aplicarea ung. Florenal 0,5%, Tebrofen,
Oxolin si etiopatogenic cu viferon-500.000 UA/1supp., per rectum, de 2 ori /zi, timp de 10
zile, cura repetatd. Acuzele la dureri, prurit, disconfort au disparut peste 3...4 zile, eruptiile
peste 5...6 zile. Investigatiile de laborator dupd finalizarea tratamentului au demonstrat
urmadtoarele: absenta markerului Ag HSV-1 in elementele de structurd ale sdngelui, anti-
HSV? IgM pozitiv si anti HSV 7 IgG -pozitiv. Indicii imunitatii celulare au prezentat
urmitoarele valori: T-limfocite (total)-1,2x10°; limfocite (helperi)-0,84x109; limfocite
(supresori)-0,33x10°; T-helperi/T-supresori-2,55. Supravegherea clinicdi pe parcursul
perioadei de panad la 3 luni a pacientului nu a evidentiat aparitia de noi recidive.

Astfel, includerea modului de diferentiere a tulpinilor de virus herpetic HSV? in (TK+)
si (TK-) la etapa de examinare primard a bolnavului (in primele 12...24 ore) din start face
posibild modificarea algoritmului tratamentului, favorizdnd in continuare o evolutie
favorabild a procesului patologic, o recuperare mai rapidd a bolnavilor cu o reducere
semnificativd a duratei de manifestare a principalelor semne clinice §i paraclinice in lotul
experimental comparativ cu lotul martor.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. TepmecBupycnas undekmust. ITox pemakmueit B.JI. Maoro. Mocksa,
Menumuackas mpaktuka, 2009, p. 36-57

2. HcaxoB B.A., ApxumoBa E.W., Hcaxos J.B. I'epmecBupycHble HHDEKITHN
4eJIoBeKa (PyKOBOJICTBO i Bpaueit). Cankr-IlerepOypr, 2006, p. 276-282

(57) Revendicari:

Metoda de tratament al infectiei cu Herpes simplex de tip 1 si 2, care constd in
efectuarea examenului clinic §i paraclinic al pacientului si initierea tratamentului etiotrop cu
aciclovir, precum si a tratamentelor antiinflamator, sedativ, analgezic, topic,
imunomodulator §i vitaminoterapeutic, caracterizat prin aceea ci in decurs de 12...24 ore
de la examenul clinic se efectueaza testul de sensibilitate la aciclovir a tulpinilor de virus
prelevate din veziculele herpetice si in cazul depistarii tulpinilor rezistente la aciclovir,
acesta se substituie din ziua a doua a tratamentului cu un preparat antiviral cu actiune
timidinkinaza-independentd pe bazd de interferon uman recombinant ¢-2b.
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depozit, dar dupd data prioritatii invocate

L — document citat cu alte scopuri

Data finalizarii documentirii

Examinator

LUPASCU Lucian
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