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Resumen

El objetivo principal de la presente tesis doct@wldefinir acciones que nos permitan
optimizar el tratamiento anticipado como estratggiaventiva de la infeccion por
citomegalovirus utilizando los nuevos avances tEgicos y del conocimiento, de los
que ahora disponemos, que facilitan y mejoran agrdistico y la monitorizacion
virolégica e inmunoldgica de la infeccion. Paraeh primer lugar, se plantea como
objetivo determinar un umbral estandar de repliagara el inicio del tratamiento
anticipado segun el riesgo del paciente de desariofeccion por citomegalovirus. En
segundo lugar, determinar las diferencias entrecaidn primaria y recurrente vy,
analizar el impacto de la adquisicion de la resfuasnune especifica de células T
frente a CMV y el uso de la profilaxis secundaria la ocurrencia de infeccion
recurrente en el paciente con serologia negativa péomegalovirus previa al
trasplante. En tercer lugar, analizar el impacitoiab de la neutropenia relacionada con
el tratamiento anticipado con valganciclovir, deteando los factores de riesgo que la

producen y aquellos que pueden minimizarla.

Apoyandonos sobre estos tres pilares, podremosvidodilizar el tratamiento

anticipado, mejorar su manejo y su aplicabilidddich en el receptor de trasplante de

organo solido infectado por citomegalovirus.
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1. Caracteristicas del citomegalovirus.

Citomegalovirus o herpesvirus 5 humano pertenecka aubfamilia beta-
herpesviridae de la familia Herpesviridae. Citonegaus (CMV) es un virus envuelto
por una doble membrana lipidica que proviene deélala que infecta y adquiere
durante el proceso de salida de la célula infectqda porta tanto proteinas virales
como celulares, y que engloba el tegumento protelonde se encuentra la
nucleocapsida icosaédrica que rodea al genomaitéhegalovirus humano es la
especie de mayor tamafio dentro de la familia Henpeae, con un tamafio de hasta
260 nm de diametro, siendo también el virus de m&yano que es capaz de infectar

al ser humano.

Figura 1. Estructura del viribn de CMV. A. Reprdseion tridimensional de la
superficie del virus obtenida por microscopia efegta con una resolucion de 18 A. B.
Modelo tridimensional virtual de la estructura lsasde CMV. (Adaptado de Gandhi

MKy Khanna R 2004 (1)).

Membrana
Nucleocapsida
Tegumento

gB

Genoma
gH
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El CMV presenta un genoma formado por ADN lineaddéle cadena de gran
tamafno (230 kb) con un uUnico origen de replica@de codifica unas 230 proteinas
diferentes (2), aunque no se han identificado togasuchas de ellas no se han
caracterizado y se desconoce su funcion. El geram@MV se encuentra dividido en
secuencias internas repetidas (IRS) y secuenciaasinlasificadas en funcién de su
tamafno en UL y US, ademas de secuencias termitaaigsén repetidas (TRS), dado
que cada segmento UL y US puede orientarse enuwealdireccion al ser transcrito.
Como todos los herpesvirus humanos el genoma de @d4¥e un gen que codifica la
DNA polimerasa que realiza la replicacion de supmrdNA y constituye la diana
principal de los tratamientos antiviricos actuales.

La infeccion de la célula hospedadora se inicialaamion de las glicoproteinas
gM y gB de la envuelta viral con los proteoglicarteparansulfato (HSPGs) de la
membrana plasmatica (3,4). Tras esta union inicggdtable, el virus pasa a un estado
de union mas estable al interaccionar con uno o re@eptores celulares (5). Una de
estas interacciones mas destacadas es la queallexio la gB con heterodimeros de
integrina especificos, al igual que sucede comtieraccion de gB con el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (6,7). Dieala fase final de la entrada del
virus, las envueltas celulares y virales se fusipriderando la nucleocapsida y las
proteinas integrantes del tegumento al citoplasehdar de la célula hospedadora. Se
piensa que en este proceso de fusion resultan rertales tanto la gB como el

complejo formado por gH/gL (8-11) (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de entrada de CMV en la célulgpbedadora. (Adaptado de Compton

T 2004 (12)).

Inmovilizacion Andlaje

b

ghigN f:";;)

H5PGs EGFR

Integrinas TLRs

sefializacién ¢ induccién Acgvacion de la
de la replicacion inmunidad innata

En el ndcleo de la célula tras la sintesis de l&AQelimerasa se produce la
replicacion viral y las grandes inclusiones nu@sacitomegalicas, caracteristica
distintiva de la infeccién por CMV en cultivos dgidos y cuyo reconocimiento es Uutil

en el diagndstico de la infeccion.

2. Infeccién causada por CMV.

El CMV puede transmitirse vertical u horizontalneenta transmisioén vertical
entre la madre y el feto con una incidencia deahelsb6% (13), pude ser intrauterina o
a través de la leche materna. La infeccion intrindese da en un tercio de las mujeres
embarazadas que sufren una infeccidén primaria, ususg desconoce el modo por el
que el feto evade la infeccion, existen estudios gpuntan a los macrofagos de la
placenta como responsables de dicha accién (14)selganda ruta de transmision

vertical seria a través de la leche materna y siecres vaginales. En la leche materna
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la carga viral alcanzada es menor que en las secescvaginales, donde pueden darse
altas concentraciones del virus, pero la exposis@mproduce durante periodos mas
prolongados de tiempo (15).

En cuanto a la transmision horizontal, en la ini@me forma mas frecuente es a
través de secreciones respiratorias y, tras larpdby con especial importancia en la
poblacion con multiples parejas sexuales, la tr&iém por via sexual representa una
de las rutas mas frecuentes de transmision hoak@i—18). Las primoinfecciones por
transfusiones de hemoderivados, aunque llegarenex tina incidencia entre el 30% y
el 60% a principios de los afios 90 (19), se hanaidd significativamente al 1% con el
mantenimiento a 4°C de los concentrados de hensaties de la transfusion, y el riesgo
es practicamente inexistente cuando los produeaongusneos son desleucocitados por
filtracion (20). Otra via de transmisién horizonpaimaria ocurre en los trasplantados
de progenitores hematopoyéticos aunque con unarnreidencia (21,22), siendo mas
importante tras el trasplante de 6rgano sélidordeanante seropositivo para CMV a
un receptor seronegativo. Este tipo de pacienteseptan entre un 60-80% de
probabilidades de desarrollar una enfermedad na&® gr el virus replica por lo general
en mayor grado (23,24). Tras la infeccion primanaestos pacientes, el virus establece
latencia en distintos tipos celulares como laslaglpolimorfonucleares, los linfocitos
T, el tejido endotelial vascular, las células dgtes renales y las glandulas salivales.
Aunque los mecanismos precisos que controlan kEnda& no estan claros, como
consecuencia de la inmunosupresion, otra enfermedael empleo de agentes
quimioterapicos se puede producir la reactivaciénvitus ocasionando una infeccién
secundaria. La infeccién secundaria puede ocwanmbién debida a una reinfeccion.

Tanto lactantes como adultos pueden verse infestemo multiples cepas (25).
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La infeccibn por CMV es frecuente a nivel mundiancuna tasa de
seroprevalencia en la poblacidn general entre g1 @®7%, que varia en funcion de la
edad, el sexo, la raza y/o el estatus socioecomondlcanzando el 60-70% en
poblaciones urbanas de grandes ciudades de Edfadiss y casi el 100% en algunas
partes de Africa. En Espafia la seroprevalencia @stérno al 62,8%, variando en
funcion del sexo: 58,4 en hombres y 66,7% mujezé} ( en funcion de la edad: 43,7
vS.79,1% en grupos de 6 a 10 afios y de 31 a 40 agspectivamente (27).

La sintomatologia de la infeccion por CMV es vaealincluyendo entre otras,
formas asintomaticas, frecuentes en el huésped noommpetente, enfermedad
congénita por CMV en neonatos y el sindrome morledsico, comun en adultos
jovenes. La prevalencia de la infeccion congéra@MYV en los recién nacidos oscila
entre el 0,3 y el 2,4%. Las tasas son mas alt&sttos Unidos y menores en Europa,
donde se sittan entre el 0,3 y el 0,6%. Debido @tauprevalencia, el CMV congénito
es una de las causas mas frecuentes de retrasmpgic y sordera neurosensorial de
origen infeccioso. La gran mayoria de las infecegocongénitas por CMV se producen
tras una primoinfeccién materna durante el embatlazgue ocurre entre el 1 y el 4%
de las gestantes seronegativas. En este caséedaign ocurre en el 40% de los fetos y
un 10% presenta sintomas al nacimiento, resulteandma mortalidad asociada del 4%
y secuelas permanentes en alrededor del 50% (28phféccion primaria por CMV en
un adulto joven puede producir un sindrome monaasito con fiebre, linfadenopatias
y linfocitosis relativa. Se estima que el 79% de dasos de mononucleosis infecciosa
son causados por el virus de Epstein-Barr y qu@léb restante corresponden a
infeccion primaria por CMV. El sindrome de monomedis infecciosa inducido por
CMV ha sido denominado “tifoideo” debido a que kistomas pueden revestir un

caracter mas sistémico, con predominio de la figbreon menos adenopatias o
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esplenomegalia. Multiples complicaciones puedertias®e a la infeccion por CMV

durante la mononucleosis incluso en el huésped nogampetente, como son la
hepatitis, por lo general leve, el sindrome de I&uniBarré, la meningoencefalitis, la
miocarditis y/o la aparicion de exantemas maculof@ps y rubeoliformes. La

infeccidbn congénita por CMV se asocia habitualmemtdombocitopenia y anemia
hemolitica y raras veces se presenta en adultas samo complicacion de la infeccion
por CMV. Aunque la neumonia intersticial por CM\uore fundamentalmente en
pacientes inmunodeprimidos, puede ocurrir ocasweale también en huéspedes
inmunocompetentes.

En el paciente inmunocomprometido, la infeccion ¥V produce los
sindromes mas graves e importantes. Los pacienfestados con el virus de la
inmunodeficiciencia humana (VIH) 1 que tienen umamihucion de las células CD4
inferior a 100 células/mipresentan un riesgo significamente aumentado derdée
de enfermedad grave por CMV. La retinitis por CM¥ la forma mas frecuente de
enfermedad en estos pacientes. En este grupo a@em&sf puede haber ademas
afectacion del sistema nervioso central (SNC) gdiCsiendo la forma mas frecuente

la polirradiculoneuritis (25).

3. Infeccién por CMV en pacientes trasplantados.

El tratamiento inmunosupresor empleado para caitrel rechazo tras el
trasplante de érgano sélido y la enfermedad injeotatra huésped en el trasplante de
progenitores hematopoyéticos, aumentan el riesgmfigmedad por CMV.

En los receptores de progenitores hematopoyétiaoseumonia por CMV es
una complicacién con una alta mortalidad asocieda,una incidencia de entre el 1% y

el 6% en los trasplantes autdlogos y de entre & Y0el 30% en los receptores
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alogénicos. Otras formas clinicas de enfermedadpy son la afectacion del SNC, la
afectacion digestiva y la retinitis. Los receptosesopositivos (R+) que reciben un
injerto de un donante seronegativo (D-) para CM&hén un mayor riesgo de
desarrollar enfermedad por CMV. Se estima que erepies no tratados, hasta el 80%
de estos pacientes podrian desarrollar enfermentadgV (29).

En los receptores de trasplantes de organo s@idmoénares, hepaticos, renales
y cardiacos) el CMV es el patdogeno detectado coyomigecuencia causando causa
una importante morbilidad y mortalidad tras el pfaste (30-32). En ausencia de
profilaxis, la infeccion por CMV ocurre hasta en1b% de los receptores de trasplante
de oOrgano solido con una incidencia que varia emcidm del tipo de organo
transplantado. Los receptores de trasplante cariogga negativa (R-) para CMV que
reciben un injerto de un donante con serologiatigagiD+) tienen un mayor riesgo de
desarrollar infeccion por CMV. Ademas, los recepsode pulmon e intestino tienen un
riesgo mayor de desarrollar infeccion o enfermguadCMV, los receptores de corazén
e higado un riesgo intermedio y los de rifion usgeemenor (33). La frecuencia de
enfermedad sintoméatica por CMV es variable seguntipel de organo, el estado
serologico del donante y del receptor, y el tipcedigategia preventiva utilizada. En un
estudio realizado en receptores de rifidbn e higad® rgcibieron profilaxis con
valganciclovir durante 100 dias, la incidencia déeenedad sintomatica durante el
primer aio del trasplante fue del 19,2% y del 318%el grupo D+R-, y del 2,5% y
3,2% en el grupo D-R-, en receptores de riidn edugrespectivamente (34). En
receptores de corazdn que realizaron profilaxisersal el primer mes postrasplante y
después tratamiento anticipado, la incidencia atamtaude infeccién y enfermedad por
CMV durante el primer afio fue del 47% y del 7,5%6%3 en bajo riesgo y del 25% en

alto riesgo) respectivamente (35). En un grupoedeptores de pulmon que recibieron
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profilaxis universal entre 6 y 12 meses la incideme enfermedad fue del 14,9% vy, en
concreto en los pacientes D+R- del 26,6% (36).

La infeccion activa por CMV en el trasplantado peskr asintomatica o
sintomatica. En la infeccion asintomatica, se datexarga viral en ausencia de
sintomas. La infeccion sintomatica puede clasgiearcomo sindrome viral o
enfermedad de oOrgano. El sindrome viral viene akdirpor la presencia de fiebre
(>38°C) durante al menos dos dias en un periodmaieo dias, asociada a leucopenia,
trombocitopenia o aumento de transaminasas dueapf@sodio de replicacion viral. La
enfermedad de 6rgano requiere un diagnéstico bgita para confirmar la presencia
de CMV en el 6rgano afectado, salvo en la infeccléhSNC donde el diagnostico se
puede realizar por la presencia de clinica comigat#fsociada a la deteccion de
replicacion por CMV. La enfermedad digestiva por \GMsofagitis, colitis, gastritis o
tiflitis, asociada a diarrea y/o dolor abdominall@snas frecuentemente descrita. Se
estima que hasta un 80% de los casos de enfermpdasiva en el receptor de
trasplante de oOrgano soélido corresponden a enfeheghstrointestinal (37,38).
Ademas, la recidiva es frecuente (39,40) y es pogijoe la enfermedad afecte el
aparato digestivo siendo la viremia indetectabltequiriendo para su diagndstico una
prueba invasiva. Por otra parte, la infeccion pasociarse al 6rgano transplantado de
forma que, la neumonitis, la hepatitis, la nefrismiocarditis y la pancreatitis son mas
comunmente observadas en los receptores de pulhigado, riidn, corazén y
pancreas, respectivamente. La retinitis, al caotrgme en los pacientes con infeccion
por VIH, es muy infrecuente en el receptor de teadp de 6rgano sélido y ocurre
generalmente de forma tardia y en el contexto deemfermedad multiorganica. Son

menos frecuentes las enfermedades del SNC conmuéddaditis.
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Ademas de estos efectos por accion directa sobheigdped, el CMV causa
numerosos efectos indirectos en el receptor deplénate como el aumento de
infecciones oportunistas causadas por bacteriagdsou otros virus. La infeccion por
CMV se ha asociado también a una menor supervidetediinjerto y a un incremento

de mortalidad tras el trasplante (38,41-43).

3.1 Riesgo de infeccion por CMV en el receptor deasplante de 6rgano sdlido.
Diferentes factores influyen en el riesgo de ini@egor CMV en el receptor de
trasplante de 6rgano solido:
a) El seroestatus de donante y receptor es elipaing mas importante. Se estima que
entorno al 20% de los pacientes con serologia CMyativa previa al trasplante
reciben un 6rgano CMV seropositivo (D+R-). En egtasientes, la infeccion latente
del injerto puede reactivarse causando una infacprimaria que en general es mas
grave debido a la falta de inmunidad especificatér@a CMV medida por la presencia
de anticuerpos de tipo IgG e IgM (44). Sin embalg® pacientes considerados de bajo
riesgo, receptores seropositivos que reciben uanérgeropositivo o seronegativo (D-
R+, D+R+), también tienen una incidencia de enfeiadepor CMV a lo largo de su
evolucion postrasplante que debe ser tomada endeoasion. En un estudio realizado
en nueve hospitales de Reino Unido, en los subgrdpopacientes D+R+ y D-R+ se
detect6 una incidencia de enfermedad por CMV de¥%8y del 9,0% respectivamente,
no significativamente diferente al del subgrupdddR- (45). En los pacientes de bajo
riesgo el desarrollo de infeccion por CMV puedealsb a una reactivacion (virus
latente en el receptor que se reactiva) o a unerisiigccion (virus latente en el donante
gue se reactiva). En general, aunque estas infezigecundarias (reactivacion y

superinfeccién) presentan menor gravedad que fasciones primarias, en algunas
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series publicadas, la incidencia descrita de indecpor CMV supera a la del paciente
de alto riesgo. En un analisis retrospectivo de i2tgptores de trasplante hepatico la
incidencia de infeccion por CMV fue mayor en el guipo de pacientes R+ que en el
subgrupo D+R-, si bien, el 67,3% de los pacientes desarrollo infeccion no siguid
ninguna estrategia profilactica (46). Los rece@eronegativos que reciben un érgano
seronegativo (D-R-) son los que tienen menor riggginfeccion por CMV, y aunque
también se han descrito algunos casos de infeesidcada a transfusiones sanguineas
como en el estudio anteriormente mencionado dohd#,8% de los pacientes D-R-
desarrollé infeccion por CMV (46), en la mayoria ld&s cohortes publicadas, la
incidencia de enfermedad en este grupo de paciegtesacticamente inexistente (45).
b) El tipo de dérgano trasplantado. Los receptoegw@mon, intestino y pancreas son
los que tienen mayor riesgo de infeccion, mienfes los receptores de higado y rifion
son los de menor riesgo (32). Esto se debe primegrde a la intensidad de la terapia
inmunosupresora y a la cantidad de tejido linfajde es trasplantado.

c) El tiempo postrasplante. El periodo de mayagoede infeccion por CMV transcurre
entre el primero y el sexto mes postrasplante, wwm maxima incidencia entre el
segundo y el tercer mes postrasplante, en relaaidla intensidad del régimen
inmunosupresor. Es por ello, que las estrategi@geptivas se instauran en general en
este periodo de tiempo.

d) El estado neto de inmunosupresion en el receptordosis, duracion y tipo de
farmacos inmunosupresores, los defectos en la imadnnnata y adaptativa, la edad y
comorbilidades asociadas, conforman principalmesiteestado inmunosupresor del
paciente. El uso de inmunosupresores antilinfaogar como las globulinas
antilinfociticas o antitimociticas, y los anticuespmonoclonales OKT3, sobre todo si se

usan como tratamiento para el rechazo, reducefneéro de linfocitos T disminuyendo
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su funcién que es fundamental para el control dmfleccion viral (47,48). Tras el
tratamiento se produce la secrecion de citoquieagarticular del factor de necrosis
tumoral, que desencadena la cascada inflamatorstiynula de forma intensa la
replicacion de CMV. El micofenolato mofetilo a altdosis también se ha asociado a un
mayor riesgo de infeccion por CMV (49,50). Sin engba el uso de otros
inmunosupresores como los inhibidores de la diarsgéutica de rapamicina en células
de mamifero (everolimus, sirolimus), mas conocidoso los inhibidores de m-TOR
(mammalian target of rapamicyn), se han relacionamoel contrario con un menor
riesgo de infeccién por CMV (51,52).

e) Otros. Otros factores asociados también a uminmegsgo de infeccion por CMV son
los eventos de rechazo y/o la incidencia de coaod@es por otros herpesvirus como los
herpesvirus humanos tipo 6 y 7 (53,54). Mas reermapnte, polimorfismos genéticos
como mutaciones en los receptores “toll-like” TLR2l se han relacionado con una

mayor incidencia de infeccién (55,56).

3.2 Diagnostico de la infeccion por CMV.

Goodpasture y Talbert en 1921 fueron los primerdsras en sugerir que la
“citomegalia” podia deberse a un agente viral. B0l Welleret al. propusieron el
término “citomegalovirus” tras aislarlo en la orinde nifios infectados (57).
Histéricamente, el diagndéstico de infeccion sebdstda por criterios histopatoldgicos
gue requerian un procedimiento invasivo para l&man de muestras. La primera
prueba util de laboratorio se basé en la detecd®rélulas con grandes inclusiones
nucleares en el sedimento urinario y fue especiaknétil en el periodo neonatal.
Posteriormente se han desarrollado varias prueleaslabloratorio que detectan

anticuerpos anti-CMV en sangre para determinaresha producido una infeccion
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previa. Ademas, el virus puede cultivarse a pddimuestras de orina u otros liquidos
corporales para detectar infeccion activa.

En los dltimos afios el diagndstico en el laboratde la infeccion por CMV ha
experimentado importantes avances, especialmente etodesarrollo de técnicas
moleculares. Las pruebas de laboratorio actualmdigigonibles para confirmar la
infeccién por CMV son: a) histopatologia de tejidwgpsiados, b) cultivos, c) pruebas
serologicas, d) antigenemia y d) pruebas molecsilque detectan y cuantifican acidos
nucleicos de CMV. La eleccién de la técnica azdilidebe hacerse en base al objetivo
diagndstico. Actualmente, las pruebas serologiass dptectan anticuerpos frente a
CMV son las mas utilizadas previas al trasplanteaonarcador de infeccion previa
tanto en el donante como en el receptor. Las psuetantitativas como la antigenemia
y la cuantificacion del ADN viral por PCR en tiempaal son las mas utilizadas para el
diagndstico y monitorizacion periodica de los patgs en el periodo postrasplante para
detectar de forma temprana la infeccion. Estasbasieson utiles para conocer el
pronéstico de la enfermedad por CMV, guiar el traésmto anticipado, valorar la
eficacia del tratamiento antivirico, determinardapuesta del paciente al tratamiento y
la duracion apropiada del mismo vy, preveer el dedg recurrencia o desarrollo de

resistencias (58).

3.2.1 Histopatologia.

La histopatologia es la prueba de referencia dat@agndstico de la enfermedad
de 6rgano por CMV vy, en general, la gravedad dénélmzgos se correlaciona con la
gravedad de la enfermedad. La histopatologia rezjuie proceso invasivo para obtener
muestras mediante endoscopia oral y/o colonoscpgia confirmar la enfermedad

gastroduodenal o la fibrobroncoscopia en el casonelemonia. Dos limitaciones
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importantes de esta aproximacion son, en primearjugue no siempre es posible
realizar una biopsia y, en segundo lugar, la ddaacia entre los hallazgos en tejido y
la determinacion de la carga viral en muestrasigaegs que se produce en algunos
casos. Esto sobre todo se observa en casos denedéat gastrointestinal por CMV
(59).
Los estudios inmunohistoquimicos utilizan sondasAMNc especificas de

CMV para la hibridaciénn situ uniéndose al ADN intracelular y pueden aumentar la
sensibilidad y especificidad de la prueba. La deééecde CMV en el tejido es necesaria
para confirmar el diagndstico de enfermedad denargxcepto en el caso de retinitis o

enfermedad del SNC (60).

3.2.2 Cultivo viral.

El cultivo viral es una prueba altamente especificaque requiere un mayor
tiempo de ejecucion para la obtencidon de los radof y posee una modesta
sensibilidad. La prueba se puede realizar utilivandiestras de sangre, secreciones
respiratorias, liquido cefalorraquideo y muestmgejidos. El cultivo de orina es muy
utilizado en nifios aunque su uso es controvertidacdltos (44). El cultivo viral es
muy 0til también en la deteccion fenotipica destesicia a antiviricos, aunque los test

genotipicos son actualmente la prueba de eleccion.

3.2.3. Pruebas seroldgicas: deteccion de anticadrpote a CMV.

De las diversas técnicas serolégicas que detentauarpos para CMV, las mas
utilizadas son las técnicas de inmunofluoresceneidfjjacion de complemento, la
aglutinacion pasiva en latex y los métodos inmunmedaticos (ELISA). Las técnicas de

ELISA detectan anticuerpos de clase IgG e IgM,sasibles y pueden ser cuantitivas.

27



Son las utilizadas con mas frecuencia. La deteriinaseroldgica de estos anticuerpos
de tipo 1gG e IgM frente a CMV es utilizada prewiatrasplante para identificar si el
paciente ha desarrollado previamente una infecgdn CMV y se utiliza como
marcador subrogado de riesgo postrasplante deciafeen funcion de la discordancia
serologica existente entre donante y receptor. ketudios serologicos tienen
importantes limitaciones en la practica clinica gtualmente no se utilizan como
herramienta diagndstica y monitorizacion de ladaien por CMV. La deteccion de
anticuerpos IgM, como marcador de infeccion agpdegde tener falsos positivos por la
persistencia de anticuerpos de este tipo de irdeesi pasadas y por reaccion cruzada
con otros herpesvirus. Ademas, la deteccion decwmrpos IgG a titulos elevados
pueden influir en falsos negativos para la IgM (&ih embargo, la respuesta humoral
y en particular los anticuerpos neutralizantes @fipes frente al virus, aunque no son
importantes en la resolucion de la infeccidn primanan demostrado ser esenciales
para la prevencion de la diseminacion del viruggreodios posteriores de recurrencia o
reinfeccion (62). Diversos estudios han demostrgde los anticuerpos antivirales
tienen un efecto modulador sobre la infeccion gvalucion clinica de la enfermedad

por CMV (63,64).

3.2.4. Antigenemia.

La nueva era en el diagnéstico de la infeccion @btV comenzd con la
introduccién de pruebas cuantitativas para detéatao antigenos como DNA viral. La
antigenemia es un ensayo de inmunofluorescenciehgugemostrado gran utilidad y
consiste en la deteccién directa de antigenossendotroéfilos empleando un anticuerpo
monoclonal frente a la proteina pp65 de la matez GMV. Los resultados son

expresados en numero de células positivas por 280800 leucocitos. Algunos
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estudios en receptores de trasplante de difergnig®s de riesgo sugieren que valores
de antigenemia en un rango de 1 a 400 célulasyasi200000 leucocitos pueden ser
predictivos del desarrollo de enfermedad, mientpas un recuento celular mas bajo
estaria asociado a una infeccidon asintomatica §$55in embargo, la ausencia de
estandarizacion en el procesamiento de las mugkdréaboriosidad de la técnica y el

hecho de que en pacientes con leucopenia agudarpobtenerse falsos negativos son
limitaciones de esta técnica (44). Esto ha hech® gu la actualidad esta siendo
sustituida por nuevos meétodos moleculares de déteague han demostrado su

superioridad en cuanto a reproducibilidad y sehdddl en humerosos estudios (31,66—

68).

3.2.5. Métodos moleculares.

La incorporacion de nuevos métodos moleculares phrdiagnostico de la
infeccion por CMV, especialmente la amplificaciéa écidos nucleicos mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), harestgpmuevas ventajas como una
mayor rapidez, reproducibilidad y sensibilidad,cgualmente constituyen la principal
alternativa a la antigenemia para el diagnosticooyitorizacion del tratamiento de la
infeccién por CMV en el paciente trasplantado. téasicas de PCR emplean cebadores
especificos del genoma de CMV. Ademas, puederzariié distintas muestras de
fluidos corporales para realizar la extracciongiioma viral utilizado posteriormente
como molde para la amplificacion. Asi, la deteccidel genoma de CMV ha
revolucionado el abordaje terapéutico de la enfdatigpor CMV en el receptor de
trasplante y mas concretamente la estrategia dentiento anticipado permitiendo
detectar DNA viral en plasma o sangre completa atend precoz y comenzar el

tratamiento antivirico previo al desarrollo de enfedad de 6rgano.
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Sin embargo, aun siendo la DNAemia una técnica robysta, la variabilidad
de las distintas técnicas disponibles en el mercatiizadas en los distintos
laboratorios, tanto por el tipo de muestra utilzgdlasma o sangre entera) como por
los métodos de extraccion del genoma viral o pocéaacteristicas de la propia técnica,
hacen dificil extrapolar los resultados obtenidnslas diferentes instituciones y mas
complicada su aplicabilidad (69,70). En un estugliospectivo de 82 receptores de
trasplante renal se obtuvo una diferencia de Iritoga en las cargas virales de CMV
determinadas en sangre completa respecto a pladma (

Ademas, debido a esta variabilidad interlaboraspriim era posible establecer
un umbral de replicacion viral estandarizado paiaieio del tratamiento en pacientes
con tratamiento anticipado. Las guias de practicéica recomendaban que cada centro
estableciera su propio umbral de replicacion paiair el tratamiento en funcion del
método que se utlizara, de la experiencia previadgl riesgo de infeccion
individualizado de cada paciente (61,72). En urudést multicéntrico en el que
participaron 33 laboratorios de Europa y Norte Ang&demostraron una variabilidad
de entre 2 y 4,3 logaritmo (copias/ml) en las masstnalizadas (73). Para resolver este
problema, en noviembre de 2010, la Organizacion dvnde la Salud (OMS)
comercializé el primer estandar internacional pareuantificacion de CMV humano en
técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (NBB&digo 09/162). El estandar
internacional, con una concentracion de S5xifidades internacionales/mililitro
(Ul/ml), permite obtener un factor de conversi@mgplos resultados de carga viral en
copias/ml y los transforma en unidades internadestal (Ul/ml). De esta forma,
aplicando el estandar a todos los métodos comieatials, los resultados pueden ser
extrapolables y comparables entre los distintostraen pudiendo establecerse

recomendaciones de manejo en funcion de los rdsglt@standarizados y un umbral de
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replicacion a partir del cudl iniciar el tratamieinticipado. Esta accion fue establecida
como objetivo prioritario en el Ultimo consensoemacional para el manejo de la

infeccidn por CMV en pacientes receptores de teagplde 6rgano solido (60).

3.3 Prevencion de la infeccion por CMV.

Entre 1991 y 1995, cuatro estudios independientefigados demostraron que
la neumonia por CMV u otras enfermedades asociad@&MV en receptores de
trasplante, podian prevenirse mediante la admagisin de ganciclovir (45-48). Desde
entonces, la prevencion de la infeccion por CMVdeanostrado reducir de forma
significativa los efectos directos e indirectodalenfeccion y las estrategias preventivas
de tratamiento frente a CMV han sido recomendadatodas las guias de practica

clinica (78-80).

Estrategias terapéuticas.

Dos estrategias de tratamiento, la profilaxis usige y el tratamiento
anticipado, o un hibrido de ambas (81), son utii®aen la prevencion de la enfermedad
por CMV. Ambas estrategias han demostrado seriediscpara prevenir la infeccion
por CMV (82,83). Sin embargo, tanto el tratamieatdicipado como la profilaxis
universal tienen ventajas y desventajas (Tablaylhay pocos ensayos clinicos
aleatorizados que comparen directamente estagegiiisade prevencion. Ademas, la
mayoria de los estudios publicados incluyen sOkeptres de trasplante renal y

demuestran una efectividad equiparable de ambiadezgas (84—-87).
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de la profilaxigersal y el tratamiento anticipado.

Profilaxis universal Tratamiento anticipado

Eficacia

Logistica

Enfermedad tardia

Coste

Toxicidad farmacoldgica

Efectos indirectos

Resistencia a farmacos

Previene la enfermede Previene la enfermedad
por CMV mientras sepero no la infeccion CMV.
administra pero riesgo de

enfermedad tardia CMV.

Requiere monitorizar logkequiere  monitorizacion

potenciales efectosvirolégica semanal.
adversos como laUmbral de replicacion no
neutropenia. estandarizado.

Frecuente (sobre todo Foco frecuente

R-/D+)
Alto en farmacos Alto en pruebas de
laboratorio
Mayor Menor
Reduce los efectdduede no reducir (pocos
indirectos datos)
Puede existir Puede existir

3.3.1 La profilaxis universal de la infeccion pavi€.

La profilaxis universal consiste en la administbacde tratamiento antivirico

durante el periodo de mayor riesgo de enfermedaifualmente los primeros 90-100

dias tras el trasplante. La profilaxis universal demostrado ser efectiva y se

recomienda principalmente en pacientes con magega de infeccion por CMV. El

principal inconveniente asociado a esta estrategjia incidencia de enfermedad tardia

que ocurre aproximadamente en 18-31% de los pasignpuede asociarse a un riesgo

mas elevado de mortalidad. Con el fin de solveatde problema se han propuesto

varias recomendaciones (32). Por una parte, estdadorofilaxis a 200 dias en lugar
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de los 100 dias de tratamiento recomendados acnsmEn un estudio aleatorizado
que incluy6 326 pacientes D+R- receptores de @magplrenal y compard 200 dias de
tratamiento respecto a 100 dias, la incidencia dadermedad tardia fue
significativamente menor en el grupo que recibi6 alas (16,1%s. 36,8%; P< 0,001)
(88). Sin embargo, el estudio muestra debilidadeslae ejecucion y el analisis
estadistico y no se ha determinado claramenteestiveflad (89,90). En otros tipos de
trasplante como ocurre en el receptor de pulmoprdpuesta de extender la profilaxis
ha sido fundamentada adecuadamente (91,92), yitayeska recomendacion actual en
estos pacientes. Otra opcidn potencial para preleenfermedad tardia es continuar la
monitorizacion virologica del paciente tras conclaiprofilaxis universal. Sin embargo,
esta estrategia denomingat@avencion hibridano ha demostrado ser de mucha utilidad,
al menos en el receptor con serologia pretrasplaodtiva (R+). En un estudio en el
que se evalud un total de 86 receptores de trasplanal (81), 30 pacientes R-D+ y 56
pacientes R+, en 13 pacientes (43%) R-D+ se det@etdia al sexto mes postrasplante
y de ellos 7 (54%) requirieron tratamiento coniabdostico de enfermedad tardia. Sin
embargo, en 18 pacientes R+ (32%) se detectd0 \drgpero ninguno requirio
tratamiento para aclarar la infeccion.

La toxicidad y el coste asociado a farmacos junta alevada incidencia de
enfermedad tardia son factores a tener en cueatalouesta estrategia es instaurada.
Por otro lado, la profilaxis universal aporta vgadaen cuanto a que se ha asociado a
una reduccién de los efectos indirectos que proleaafeccion por CMV como son la
ocurrencia de infecciones oportunistas o el rectdetanjerto (83,93), aunque en la
mayoria de los estudios no se encontré una relastadisticamente significativa en la

incidencia de estas variables (94).
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3.3.2 El tratamiento anticipado de la infeccion GMV.

El tratamiento anticipado es administrado sélo doase detecta replicacion
viral por encima de un umbral y es instaurado deran periodo de dos o tres semanas
o hasta la resolucién de la viremia. Para ellogaéiza una monitorizacion periédica de
la replicacion viral con pruebas de laboratorionoola antigenemia pp65 o la PCR
cuantitativa para CMV, con el objetivo de deteatdecciones virales asintomaticas e
indicar el inicio del tratamiento para preveniptagresion a enfermedad sintomatica.

El tratamiento anticipado ha demostrado ser efecgduciendo la incidencia de
enfermedad por CMV y disminuyendo el riesgo de reméelad tardia (95,96). Es la
estrategia mas recomendada en los pacientes de riggigo, fundamentalmente
receptores de higado, corazén y rifidn con serolpgsitiva frente a CMV (97-101).
Aunque en menor proporcion, es también utilizadapaoientes de alto riesgo de
infeccién por CMV en los que se establece una rapmécion mas estrecha.

La disponibilidad logistica del centro y los costesociados a pruebas de
laboratorio deben ser tenidos en cuenta cuandal@gtea esta estrategia preventiva.
Como ventajas del tratamiento anticipado destaeadigminucion de los costes y
toxicidad asociada a farmacos (60). El riesgo dersredad tardia es practicamente
inexistente (54,72,73).

Algunas sociedades cientificas recomiendan en dogeptes donde concurren
varios factores de riesgo para desarrollar recamepor CMV instaurar lgrofilaxis
secundariatras finalizar el tratamiento anticipado. Estaasgjia consiste en continuar
el tratamiento con valganciclovir a dosis profiléas de 900 mg/24h de dos a cuatro
semanas tras finalizar el tratamiento anticipadtosis completas de 900 mg/12h. Se
consideran factores de riesgo de recurrencia &candn primaria por CMV, la carga

viral elevada, la viremia persistente al iniciolderofilaxis secundaria, la enfermedad
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de varios organos, los 6rganos trasplantados demmigggo y/o en casos de aumento
de inmunosupresion por rechazo. Durante la pradilesecundaria se recomienda
también la monitorizacion de la carga viral (60 8mbargo, la efectividad de esta
estrategia no ha sido claramente demostrada yyeuigiente evidencia que apoye su
utilidad (104).

En una revision sistematica realizada el afio 2@®w&lud la estrategia de
tratamiento anticipado para la prevencion de laremédad por CMV en el receptor de
trasplante de organo solido (105). Recientement® evision se ha actualizado e
incluye un total de 15 ensayos clinicos aleatongatk tratamiento anticipado (106). En
6 de ellos el tratamiento anticipado se comparé gacebo, en 8 con profilaxis
universal y en uno el tratamiento oral y el intraa®o. Los resultados principales de
esta revision mostraron que el riesgo de enfermsdagdujo de manera significativa
con el tratamiento anticipado respecto al placel@ twatamiento no preventivo (RR
0,29; IC 95% 0,11-0,80) y que la leucopenia fue eseinecuente con la estrategia de
tratamiento anticipado que con la profilaxis unsarRR 0,42; IC 95% 0,20-0,90). No
se encontraron diferencias significativas en latefilad de ambas estrategias (RR
1,00; IC 95% 0,36-4,30), probablemente debido aléwada heterogenicidad en los

estudios analizados.

3.4 Tratamiento de la infeccion por CMV.

El desarrollo de nuevos farmacos antiviricos hanfigto un mejor control de la
infecciébn por CMV. Ganciclovir, su prodroga valgetavir, aciclovir, valaciclovir,
foscarnet y cidofovir actian como inhibidores d®MA polimerasa viral. El farmaco
méas empleado frente a la infeccion por CMV es elcgdovir [9-(1,3-dihidroxi-2-

propoximetil)-guanina] que interacciona inicialmenton la proteina-quinasa viral
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UL97 fosforilandola y pasando a la forma de gaosicimono-fosfato. A continuacion,
continia su fosforilacion hasta ganciclovir-triflt®, que es la formulacidon
guimicamente activa frente a su diana final, prahdo la inhibicion de la sintesis de
ADN por competicion natural con su analogo originaldesoxi-guanosina-tri-fosfato
(dGTP), y ralentizando la replicacion viral.

Dada la baja biodisponibilidad de ganciclovir cuares administrado por via
oral, se reformulé para facilitar su administraci@mal como valganciclovir.
Valganciclovir es una prodroga L-valina éster delnaclovir, que aumenta la
biodisponibilidad ya que consigue superar la barrgastrointestinal. Una vez
absorbido, el valganciclovir es hidrolizado porrbldsas de aminoacidos de éster,
denominadas valaciclovirasas, dando lugar a gaviidjue es incorporado al torrente
sanguineo. Las caracteristicas farmacocinéticas gaeciclovir mejoran con la
administracion oral de éste en forma de valganiglga que la biodisponibilidad de
éste asciende al 66% + 10%.

Tanto el ganciclovir intravenoso como el valgarmiai oral son actualmente los
antiviricos recomendados como primera linea dartr@nto en la infeccion por CMV
(60,72). En los ultimos afos, se ha aumentadogarencia del uso de valganciclovir y
varios estudios han demostrado una eficacia eaquitekcon ambos farmacos (107,108).
La seguridad y eficacia del tratamiento para lagmeidén de la infeccion por CMV con
valganciclovir ha sido estudiada y comparada carcigbovir intravenoso, aciclovir,
valaciclovir y ganciclovir oral utilizado tanto canprofilaxis universal (109-113) como
tratamiento anticipado (114-116). Los beneficios lde administracion oral de
valganciclovir respecto a la intravenosa de gaaeicl en lo referido a la disminucion
de la estancia hospitalaria, al riesgo de la targairenteral, y biodisponibilidad de

valganciclovir, han promovido que actualmente se&mnaco mas utilizado en el
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tratamiento de la infeccion por CMV. En el tratami@epreventivo de la infeccion por

CMV valganciclovir es el farmaco de eleccidon, aunge ha asociado a una mayor

incidencia de neutropenia que otros tratamientosicipalmente en el caso de los

pacientes que hacen profilaxis universal extendid@0 dias (88,112).

Foscarnet y cidfovir aunque no son farmacos recdaskys como primera linea

de tratamiento si son utilizados como segunda getarlinea de tratamiento de la

enfermedad por CMV, respectivamente. En la Tabke 2lescriben las fortalezas y

limitaciones de estos farmacos.

Tabla 2. Farmacos antiviricos para la prevencidi atamiento de la infeccion por

CMV.
Farmaco Tratamiento dela Profilaxis Uso, limitaciones y
infeccion por CMV universal toxicidad
Valganciclovir 900 mg/12h 900 mg/24h Via oral. Lepenia
Ganciclovir No recomendado 1g/8h Baja biodisponibilidad oral.
oral Incomoda posologia. Riesgo
de resistencia. Leucopenia
Gancicloviriv. 5mg/Kg/12h 5mg/Kg/24h Via intravemo$ eucopenia
Valaciclovir No recomendado 2g/6h Solo recomendad@n
trasplante renal. Incomoda
posologia. Efectos adversos
neurologicos.
Foscarnet 60mg/Kg/8h ONo Segunda linea de
90mg/Kg/12h recomendado tratamiento. Altamente
No recomendado nefrotoxico. Tto. en CMV
en tto. anticipado resistente (UL97).
Cidofovir 5mg/Kg/semana No Tercera linea de tratamiento.

No recomendadorecomendado

en tto. anticipado

Altamente nefrotoxico. Tto.
en CMV resistente (UL97).

Nota. Estas dosis son referidas a pacientes adwdtoincion renal normal.
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Recientemente, ha sido publicada una revision rdériento antivirico de la
infeccidon por CMV en el receptor de trasplante dgano sélido con el objetivo de
determinar los beneficios y perjuicios de estosm&os. En esta revision se incluyen un
total de 37 estudios (4342 participantes), ensajbscos randomizados y quasi-
randomizados comparando los antiviricos con placebo tratamiento. Esta revision
concluye que el uso preventivo de antivirales cedel riesgo de enfermedad respecto
al placebo o no tratamiento, recomendandolo dendautinaria tanto en los R+ como
en los R- que reciben un 6rgano de D+. Sin embagaeste estudio no se hicieron
recomendaciones a cerca de la duracion y la dgdis@ del tratamiento (117). La
profilaxis universal suele administrarse durantes primeros 100 dias del trasplante,
sin, aunque hay autores que han propuesto extarftiesta 200 dias en los pacientes de
mayor riesgo (88). La duracion del tratamientoa@péido es de al menos un minimo de
14 dias y debiendo extenderse hasta una semania twagencion de un resultado de
carga viral negativo (118). La duracion del tratamd de la enfermedad por CMV es
14-21 dias, aunque en un estudio aleatorizado vplagea 321 receptores de trasplante
de d6rgano sdlido, los tratamientos de 21 dias dacdin resultaron ser insuficientes
para erradicar la infeccion (107).

Un aspecto a tener en cuenta en la duracion delntiento son los efectos
adversos de estos farmacos sobre el receptor.eEloeddverso mas frecuentemente
asociado al tratamiento con valganciclovir es Jacidad hematoldgica, principalmente
la neutropenia. Esta debe ser tenida en cuent@iakpente en tratamientos largos, y
puede determinar incluso la interrupcion del tra¢gmo antivirico (119). Actualmente
no hay datos concluyentes al respecto y, la dunracfiosologia éptimas del tratamiento

de la infeccién por CMV siguen pendientes de esckar
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En pacientes con riesgo de leucopenia, enfermegladhaaltas cargas virales o
no respondedores al tratamiento puede indicarsaicireda inmunosupresion
(principalmente mofetil micofenolato) durante edtéimiento con valganciclovir (32).
En el caso de infeccion recurrente, el tratamiezdo inmunoglobulinas puede ser
considerado como adyuvante a la terapia en pasiaae hipogammaglobulinemia

(120).

3.4.1 Resistencia a farmacos anti-CMV.

En el afio 2000, la revistaancetpublicé un articulo que describia la emergencia
de resistencias en el 7% de pacientes D+R- re@ptiw trasplante de 6rgano solido
tras recibir tratamiento profilactico con gancidtogral, con un 20% enfermedad por
CMV (121). Desde entonces, la resistencia ha sakerita también en pacientes con
serologia de riesgo intermedio y se ha detectato thurante el tratamiento anticipado
como con la profilaxis universal (122,123).

La resistencia virica esta asociada a la selea@amutaciones en los genes que
codifican las proteinas dianas de los farmacowiaicts. El principal factor de riesgo
que favorece el desarrollo de resistencia es langies de inmunidad previa a CMV,
siendo los pacientes D+R- los que tienen mayogoiete desarrollar resistencias. La
exposicion prolongada a tratamiento antivirico, eesgmente a concentraciones
subdptimas, la presencia de altas cargas viralés iotensa inmunosupresion son
factores que contribuyen también al desarrollo estencias. Aunque no es muy
frecuente, en receptores de trasplante de 6rgdido sé ha detectado una incidencia de
resistencias en torno al 5-20% (124). La preseaieieepas resistentes ha sido asociada

a enfermedad invasiva, rechazo de 6rgano y a @vadd mortalidad. Aunque muchos
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estudios han descrito la resistencia a ganciclosgr, ha demostrado también la
resistencia de CMV a otros antiviricos.

Las guias de practica clinica recomiendan tengresbs de resistencia cuando
se produce persistencia de sintomas clinicos massemana o mas de tratamiento
apropiado a dosis completas (resistencia clinigag@reistencia de carga viral estable o
aumento progresivo tras dos semanas de tratan(iesistencia virologica) (72). Ante
la sospecha de resistencia, se recomienda instaatamiento con ganciclovir iv a altas
dosis (hasta 10mg/Kg/12h). Si tras una semanaatkntrento de reinduccion la carga
viral permanece estable o incrementa, se recomigfiadir o sustituir por foscarnet. En
caso de ausencia de mejoria tras el tratamientdosmarnet, se recomienda cidofovir
como alternativa.

La seleccion de resistencias debe ser confirmadam@bodos fenotipicos o
genotipicos. Los métodos fenotipicos cuantifican clancentracion necesaria de
antivirico para inhibir el crecimiento del virus5% (CI50). Su limitacion es el tiempo
requerido para la obtencion de resultados, ya qgeigére previamente el aislamiento
del virus de muestras clinicas. Ademas, la varddil en los resultados es amplia ya
que las condiciones de los ensayos no han sidodestaadas. Estos métodos pueden
ser usados también para describir mutaciones queharo sido caracterizadas
previamente. Los métodos genotipicos son usadodretagentemente y consisten en la
deteccidén de mutaciones a través de la amplificagiéecuenciacion de los genes que
codifican las proteinas dianas de los farmacosiaobs. Los resultados se pueden
obtener en 2-3 dias, sin embargo, es necesariacanga viral de al menos 1000
copias/ml para obtener los resultados. La prindipaitacion de estos métodos es la
deteccion de mutaciones de las que no se conocéaa@tevancia clinica y que no

ofrecen resistencia a ganciclovir. Las principalastaciones descritas que confieren
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resistencia a ganciclovir se encuentran localizata®s genes UL97 que codifica la
proteina-quinasa y UL54 que codifica la ADN-poliama. Si la mutacion es detectada
en UL54 puede conferir resistencia también a cwmofp foscarnet. Actualmente, hay
farmacos que estan siendo ensayados como es lgterque responde a un mecanismo
de accion diferente a los actuales. Su diana tati@pées la terminasa viral, una enzima
que desempefia un papel clave en la escision ylaeli@l ADN de CMV al final del
ciclo de replicacion. Los estudios iniciales sugmesu eficacia para cepas de CMV

resistentes a ganciclovir, foscarnet y cidofovx)L

3.5 Respuesta inmune frente a CMV.

El control inmunolégico de la infeccion por CMV es proceso complejo en el
que intervienen la inmunidad innata del pacienta yymunidad adquirida (humoral y
celular). En la inmunidad innata intervienen citogs inflamatorias, receptores “toll-
like” (TLR) y células “natural killer” (NK) que castituyen la primera linea de defensa
frente a CMV. La respuesta inmune adquirida, medipor los linfocitos B y T, es
critica en el control de la infeccion (126). Lago¢ion primaria por CMV induce una
respuesta transitoria mediada por IgM durante lasirBeras semanas, tras la cual se
produce la secrecion de anticuerpos IgG persigernta respuesta humoral y en
concreto, los anticuerpos neutralizantes IgG, aenguparecen estar implicados en el
control de la replicacién del virus, participanedrcontrol de la diseminaciéon del mismo
y acttan como marcador subrogado en el caso desinfaccion o reactivacion de una
infeccidn latente. La respuesta celular frente aGivediada por los linfocitos T CD4+
y CD8+, representa el mecanismo de defensa magtanpe frente a la infeccién por
CMV. La funcion de los linfocitos T CD8+ o célulagotoxicas es la eliminacion de

células infectadas por un mecanismo similar alemelean las células “natural killer”
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(NK). Varios estudios han sugerido que la respuastdiada por los linfocitos T CD8+
pueden limitar los niveles de viremia de CMV vy, @nsecuencia la incidencia de
enfermedad (127,128). Los linfocitos T CD4+ tambéggrcen un papel importante en
el control de la infeccion por CMV, siendo los emgealos de la estimulacion de las
células B, linfocitos T CD8+, macrofagos y restacétulas del sistema inmune a través
de la secrecion de citoquinas especificas.

Actualmente, la monitorizacion de la inmunidad lespecifica frente a CMV
ha sido propuesta como herramienta para predeuifdecion y enfermedad por CMV
tras el trasplante, y se han desarrollado distiméwdos para cuantificar y analizar la
respuesta inmune celular especifica frente a CM\célalas T. Los métodos que
emplean tetrameros de HLA pueden determinar el muhe linfocitos T que reconoce
un determinado epitopo aunque no aportan informaeiéerca de su capacidad
funcional, siendo ademas necesario conocer el dpdiLA de cada individuo. El
marcaje de citoquinas intracelulares tras la essiondn de los linfocitos T con péptidos
de CMV o lisado viral si permite cuantificar la eamlad funcional mediante citometria
de flujo (129). Este método permite el reconocindede los diferentes subtipos
linfocitarios y permite la medida de la respuestantigenos de CMV, sin embargo,
requiere una alta especializacion del personalynamétodo muy laborioso. En cuanto
a las técnicas de ELISA, destacan dos técnicasrcates basadas en la deteccion de
citoquinas producidas por las células tras la esd#iodn antigénica. La técnica de
ELISpot, que cuantifica el nimero de células T djberan citoquinas especificas
(interferény o el factor de necrosis tumor@tras la estimulacion, aunque no distingue
entre subpoblaciones CD4+ y CD@E30). Y la técnica de QuantiFERON-CMV, que
estima el numero de linfocitos CD8+ comparado cénné@mero de epitopos

inmunogénicos de CMV a través de la cuantificadénnterferony (131,132).
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Actualmente, el tratamiento inmunoguiado esta atndo cada vez mas
relevancia y ha sido recomendado en la ultima dgeigractica clinica internacional
para el manejo de la infeccion por CMV como hereartda complementaria a la

monitorizacion virologica de la infeccién por CMEQ)).

4. Optimizacion del tratamiento anticipado de la ifieccion por CMV en el receptor
de trasplante de 6rgano sélido.

Diferentes aspectos pueden ser evaluados para ipgtinel tratamiento
anticipado, mejorar su manejo y aplicabilidad ckiniLos aspectos que se detallan a

continuacion constituyen los fundamentos de esta tioctoral.

4.1 Definicion de un umbral de replicacion viral paa el inicio del tratamiento
anticipado.

El tratamiento anticipado de la infecciéon por CMafuiere una monitorizacion
periodica de la carga viral del paciente que, eregd, se realiza durante el primer afio
postrasplante. La mayoria de guias de practicacalirecomiendan que durante el
periodo de mayor riesgo, primer trimestre posteadp| y durante el tratamiento
antivirico, se realice una monitorizacion semamaladcarga viral. De cualquier forma,
el esquema de seguimiento debe establecerse skgi@sgp y situacion clinica del
paciente.

Aunque los esquemas de monitorizaciéon utilizadososrdiferentes centros y
propuestos en las distintas guias son muy homoggten pautas de tratamiento son
muy variables y aun no se ha establecido la duna@pfima del tratamiento. En general,
las guias de préctica clinica recomiendan un mingdeodos semanas con dosis

completas vy retirar el tratamiento tras la obtemaé valores indetectables de la carga
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viral (o inferior al limite de deteccidon de la té&@a) (133). En el paciente R-D+ se
recomienda esperar a obtener un segundo resultagativo antes de retirar el
tratamiento (60,72). Cuando iniciar el tratamienémticipado es igualmente
controvertido y sigue sin estar establecido. Alguaatores recomiendan el inicio del
tratamiento en el momento de detectar una cargé pasitiva, principalmente en el
paciente R-D+, y otros postulan distintos umbraegeplicacion para el inicio de la
terapia antivirica, generalmente en los paciengelsajb riesgo (66,134). Sin embargo,
y ante la falta de una referencia estandar, laasguécomiendan que cada centro
desarrolle su propio protocolo de acuerdo a lai¢acdisponible en el laboratorio e
individualizado segun el riesgo del paciente (E1).base a esto algunos autores han
propuesto puntos de corte para el inicio del tregato basados en su experiencia previa
y los resultados obtenidos en los estudios realzaBn la mayoria de los casos, se
definié este valor teniendo en cuenta la correfaeidtre los resultados obtenidos con la
antigenemia pp65 y la PCR cuantitativa a tiempd neeorporada “de novo” al
laboratorio (66,134—-136). En algunos casos estw wahbral se diferencio en funcion
del tipo de trasplante, érgano soélido o de progesest hematopoyéticos, y tipo de
organo trasplantado. Hay estudios que correlacdonan umbral de replicacion con el
desarrollo de sintomas y otros que estableciersinttis umbrales segun el riesgo de
infeccion (66,135,136). Los resultados obtenidofuanion de la muestra utilizada para
la determinacion de la carga viral (sangre compbeflasma), y la técnica utilizada,
PCR o antigenemia generalmente, eran también ditsyeegun el estudio (73).

Esta elevada heterogeneidad en los resultadospdbl, hacia muy complicado
deducir un punto de corte universalmente aceptéitiocaimo referente estandar. En la
altima guia del consenso internacional para el jpade la infeccibn por CMV, se

consider6 un objetivo prioritario definir un purde corte universal para el inicio del
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tratamiento anticipado (80). A finales de 2010Qlaanizacion Mundial de la Salud
comercializd el primer estandar internacional geenyite estandarizar la técnica de
cuantificacion de acidos nucleicos de CMV en catbatdatorio y disponer de resultados
normalizados y comparables a otros centros.

Hasta ahora, los umbrales de replicacion han sefinidos en base a la
experiencia propia o a publicaciones en la liteeatlBin embargo, el umbral de
replicacion para el inicio del tratamiento antidpguede ser determinado mediante el
uso de curvas ROC (Receiver Operating Charactajstaracteristicas operativas del
receptor). Tradicionalmente, la exactitud de ungepa diagndstica se ha evaluado en
funcién de dos caracteristicas: la sensibilidad yespecificidad. Sin embargo, éstas
varian en funcién del criterio elegido como punéocdrte entre la poblacion sana y la
enferma. Una forma mas global de conocer la calikada prueba diagnostica en el
espectro completo de puntos de corte es medianisoetle curvas ROC. Las curvas
ROC se desarrollaron en los afios cincuenta com@rhiemtas para el estudio de
deteccion e interpretacion de sefales de radabjEtivo de los operadores de radar era
distinguir las verdaderas sefiales de radar deb rdefondo. De la misma forma, al
realizar pruebas diagnosticas existe un solapamientre los resultados de los
pacientes con una condicion particular y los deeklog que no la tienen. Por este
motivo, las aplicaciones de las curvas ROC se digeon a multiples sistemas
diagnésticos, incluidas las técnicas radiologicdasypruebas de laboratorio. La curva
ROC es un gréfico en el gue se observan todosaies gensibilidad (S) /especificidad
(E) resultantes de la variacion continua de lostgime corte en todo el rango de
resultados observados. Cada punto de la curvasesgeeun par S/1-E correspondiente
a un nivel de decision determinado. Cualitativameotianto mas proxima es una curva

ROC al angulo superior izquierdo, mas alta es &ctitad global de la prueba. El area
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bajo la curva (ABC) ROC es una medida global deejactitud de una prueba
diagnéstica. Se define como la probabilidad deifetas correctamente un par de
individuos, sano y enfermo, seleccionados al azarlad poblacion, mediante los
resultados obtenidos al aplicarles la prueba distipgd Asi, el umbral determinado
mediante curvas ROC podréa establecer un puntospeaalo a un alto valor predictivo
negativo, nos asegure que estando la carga virad@ioajo de ese valor umbral la
ocurrencia de enfermedad por CMV sea practicamaatastente, siendo seleccionado
como el valor 6ptimo para el inicio del tratamiento
Disponer de un umbral de replicacion viral estaizddo que defina el inicio del

tratamiento anticipado es crucial para mejorarsel del tratamiento anticipado como

estrategia preventiva de la infeccion por CMV.

4.2 Tratamiento anticipado en pacientes de alto regjo. Carga viral y enfermedad
por CMV. Profilaxis secundaria, inmunidad celular especifica frente a CMV y

riesgo de infeccidn recurrente.

Carga viral y enfermedad. Infeccion primaria y recurente.

La relacion entre la carga viral de CMV en sangla glinica que presentan los
pacientes suele ser directa y proporcional y paesta relacionada con los factores de
riesgo y el prondstico (137). Generalmente, lagaswirales altas estdn asociadas con
frecuencia a enfermedad de 6érgano, en rango intkonaesindrome viral y a infeccion
asintomatica (38). La infeccidén primaria en pa@snR-D+ se asocia a cargas virales
mas elevadas y a una mayor incidencia de viremm& lguinfeccion secundaria o
recurrente. En un estudio aleatorizado compararagorbfilaxis universal y el

tratamiento anticipado en 118 receptores de trasplanal, la mediana de la carga viral
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pico fue significativamente mayor en pacientes RyYDR+D+ con cargas virales de
151762 y 7675 copias/ml, respectivamente (84). Adernos pacientes R-D+ han
demostrado tener mayor riesgo de desarrollar vaeer relacion a otros grupos
serologicos (hazard ratio ajustada 3,56; IC 959-8,40; P<0.0001) con una razon de
incremento de la carga viral de CMV en sangre 8¢ djas (0,55-5,50) y de 2,67 dias
(0,27-26,70) en los pacientes R-D+ y R+D+, respantente (138).

Sin embargo, aunque parece claro que la infece®mmas grave en estos
pacientes, disponemos de poca informacion ya quendgoria de las cohortes
publicadas de pacientes de alto riesgo que evélamfermedad por CMV en pacientes
con tratamiento anticipado son pequefias, y la nmyadle los estudios son
retrospectivos.

Hasta ahora, no ha sido establecido un umbral gleaeidon para el inicio del
tratamiento anticipado en estos pacientes. Alganibsres han descrito puntos de corte
inflexivos para enfermedad sintomatica y asintocaagn el paciente de bajo riesgo
(139), pero en el receptor de trasplante de orgahdo con alto riesgo de infeccidon por
CMV no se ha determinado aun un punto de corte€’lde sintomas”. El inicio del
tratamiento en estos pacientes se establece tradtateun resultado positivo de carga
viral. Algunos autores han utilizado 1000 copiasémino valor umbral para el inicio
del tratamiento anticipado (68,134). Sin embargte ®alor umbral no est4 basado en
ningun calculo estadistico, ni ha sido validadestandarizado.

El riesgo de recurrencia se ha relacionado corasarigales mas elevadas y con
la existencia de viremia persistente (140). En ggdes de alto riesgo que no han
adquirido aun respuesta inmune celular especifieatd a CMV, la gravedad de la
recurrencia puede ser comparable a la infeccidngsia (138,141). Sin embargo, en un

estudio prospectivo en receptores de higado deriggigo de infeccién, la mayoria de
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las recidivas fueron asintomaticas y autolimitadessjciadas a bajo nivel de viremia
(142). Asi, la infeccion recurrente parece serrdifte en el paciente de alto y bajo
riesgo de infeccion, aunque la asociacion entagtpuisicion de la respuesta inmune y
la ocurrencia de recurrencia no es bien conocida.

Hay cuestiones claves pendientes de aclarar emtahtiento anticipado de la
infeccion por CMV del receptor de trasplante deadgsolido de alto riesgo como son
si es posible determinar un valor umbral o una aasigal “libre de sintomas” para
iniciar el tratamiento anticipado, conociendo lavalda especificidad de los métodos
cuantitativos disponibles actualmente, y si el namde la infeccion primaria y

recurrente deberia ser el mismo.

Respuesta inmune celular especifica frente a CMV.

La respuesta inmune celular especifica frente a Cidégempefia un papel
fundamental en el control de la infeccién y podryadar a esclarecer algunas de las
cuestiones anteriormente planteadas. Hay autoeedau relacionado la adquisicion de
la respuesta celular inmune especifica con unauianto espontaneo de la viremia. En
un estudio prospectivo de 21 pacientes con seelogfativa previa al trasplante, un
97,8% de los pacientes aclaraban la infeccionadagiirir respuesta celular especifica
frente a CMV sin necesidad de tratamiento anti@ir{d28). Otros autores han
determinado mediante la cuantificacion de interferda respuesta inmune antes y
después del trasplante, y han analizado su posileleto predictor del riesgo de
infeccidbn. En un estudio multicéntrico en el que esaluaron 127 receptores de
trasplante de érgano solido la incidencia de erddad fue de 6,4%s. 22,2% en los
pacientes con resultado positivo y negativo endalpa de quantiferon, respectivamente

(143). En otro estudio prospectivo en el que sduavan 55 receptores de trasplante
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pulmonar y renal, los pacientes con prueba prdmasp “no reactiva” (IFM <0,2
Ul/ml) tenian mayor riesgo de replicacion viral eh postrasplante respecto a los
pacientes “reactivos” (IFN>0,2 Ul/ml) (144). Otros autores han publicado resids
contrarios. Eidet al. analizaron la respuesta especifica de célulaseiitdra CMV
midiendo el interferon-producido por las células T CD4+ y CD8+ mediart@neetria
de flujo en un total de 44 receptores de traspleerial y no encontraron una asociacion
significativa entre respuesta especifica y la @naia de replicacion viral (145). Asi, el
papel de la respuesta inmune especifica pudieraenel Unico determinante en el
control de la infeccion.

En pacientes donde concurren varios factores dgaipara el desarrollo de
recurrencia como son la infeccion primaria, altasgas virales antes de iniciar el
tratamiento, viremia persistente tras el inicio watamiento, enfermedad multiérgano,
organos de mayor riesgo o incremento de la teiapianosupresora debida a rechazo,

la profilaxis secundaria ha sido recomendada (8,14

Profilaxis secundaria.

La profilaxis secundaria se ha recomendado endogeptes con mayor riesgo
de recurrencia en algunas guias clinicas (118,H6)que su efectividad no ha sido
claramente demostrada y no hay suficiente evideneaapoye su utilidad (104). En un
estudio retrospectivo en el que se analizarondotfes de riesgo para el desarrollo de
recurrencia en 62 pacientes receptores de traspiamél, de los que 34 pacientes (55%)
recibieron profilaxis secundaria a criterio delgmral clinico durante un periodo de dos
a cuatro semanas tras haber recibido 6 meses filepsouniversal con valganciclovir,
12 (67%) pacientes tuvieron recurrencia comparason22 (55%) que no recurrieron,

con una diferencia no significativa (PNS) (104). peofilaxis secundaria ha sido
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también utilizada tras la administracion de tratnto anticipado (85,87), sin embargo
no se ha determinado su relacion con la ocurretheiaecurrencia. Ademas, no hay
estudios aleatorizados que apoyen el uso de dshtegia.

En esta tesis sera evaluado el impacto de la adiguigie la respuesta inmune
celular especifica frente a CMV y el uso de la ifaris secundaria en la incidencia de

infeccion recurrente.

4.3 Impacto clinico de la neutropenia relacionadaan el tratamiento anticipado
con valganciclovir en los receptores de trasplanige 6rgano solido.

Un aspecto importante en la optimizacion del traato anticipado es la
seguridad del mismo en relacion a la toxicidadodedrmacos empleados.

Valganciclovir es el antivirico mas ampliamentedss&n la prevencion de la
infeccion por CMV. Los efectos adversos mas comasesiados a la administracion
de valganciclovir son las alteraciones hematol®@oamo la neutropenia, la anemia y
la trombocitopenia, que determinan en ocasionesajuste de dosis e incluso la
interrupcion del tratamiento (119,147). Una mayacidencia de neutropenia se ha
correlacionado con una mayor exposicion a gandic(ag1).

Algunos estudios han evaluado la relacion enttexaidad hematologica y la
duracién de la profilaxis con valganciclovir. En esdtudio “IMPACT”, 200 dias de
profilaxis universal no aumentaron el riesgo deididad, siendo la incidencia de
neutropenia, anemia y trombocitopenia similar ada grupo control tratado durante
100 dias (88,148). Sin embargo, en un subestudinafaocinético que evalu6 120
pacientes del estudio “IMPACT”, se observé una ¢sweih hacia una mayor
probabilidad de desarrollar leucopenia o linfopeniando la exposicion a ganciclovir

era incrementada, aunque no fue una asociaciodigtstamente significativa (149).
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El uso de bajas dosis de valganciclovir como traatao preventivo de la
infeccibn por CMV se ha relacionado con una dismidu de los eventos
hematoldgicos sin comprometer la eficacia del mn&ato (150-152). Con el
tratamiento anticipado aunque los pacientes recipemos tiempo de tratamiento
antivirico, las dosis utilizadas son mas elevad®rg/12h) que con la profilaxis
universal (450mg/12h). Hay pocos estudios que hagaaluado la toxicidad
hematolégica durante el tratamiento anticipado ,M13%). En una revision publicada
por Strippoliet al. que incluyé 2 ensayos clinicos aleatorizados y pddientes, el
riesgo de leucopenia era menor en los pacientegeguigian tratamiento anticipado
frente a los que recibian profilaxis universal (RR2; IC 95% 0,01-0,96) (153).

En el receptor de trasplante de 6rgano sdlido ldrogeenia es frecuente. Estos
pacientes reciben medicaciones concomitantes palerante mielotoxicas, como el
micofenolato mofetilo, que asociado a la comorhiid existente, como el
hiperesplenismo o la anemia en procesos croniagsjgm contribuir a una toxicidad
hematoldgica aumentada (154). Ademas, se han tbesfectos mielotoxicos como
consecuencia de la propia accion del virus.

En los pacientes con enfermedad oncohematolog&capeutropenia se ha
asociado a una mayor incidencia de infeccionesebianbs y fungicas (155). Sin
embargo, en el receptor de trasplante de 6rganloséaunque la neutropenia
relacionada con valganciclovir/ganciclovir no efsgaaouente, su relevancia clinica no ha
sido previamente analizada.

Conocer el impacto clinico de la neutropenia rela&ila con el tratamiento con
valganciclovir/ganciclovir es importante para po@stablecer un mejor manejo del

tratamiento y mejorar el prondstico en el paciémfiectado por CMV.
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PARTE II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

Las hipétesis del estudio son:

1. Es posible establecer un punto de corte deceggdin de CMV capaz de identificar

los receptores de trasplante de 6rgano sélido jeriesgo de desarrollar infeccion por

CMV que requieren tratamiento anticipado.

2. La estandarizacion de la técnica de PCR a tiaegld_ightCycler® permite disponer

de resultados de carga viral en unidades internalgse comparables entre distintos

centros.

3. En el paciente de alto riesgo de infeccion pdiVGes posible determinar un umbral

de replicacion relacionado con la no existenciaideomas.

4. La infeccidn primaria que ocurre en el paciet¢ée alto riesgo no difiere de la

infeccidn secundaria o recurrente en parametrgsaleedad y evolucion.

5. La profilaxis secundaria no es un factor prateen el desarrollo de recurrencia.

6. Los pacientes que desarrollan neutropenia deddid@tamiento con valganciclovir

tienen un mayor riesgo de padecer infecciones ¢asgiviricas y/o bacterianas.
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OBJETIVOS

Objetivo general
El objetivo general de esta tesis doctoral es opéimla estrategia del
tratamiento anticipado de la infeccion por citomegaus, definiendo el inicio y la

duracién optima del mismo en funcidn de su eficgd@xicidad.

Objetivos especificos
1. Estudiar la asociacion entre la carga viralamee y la clinica presentada por
los pacientes receptores de trasplante de orgditio sl bajo riesgo para enfermedad

por CMV.

2. Determinar un punto de corte para el inicio tdglamiento anticipado de la

infeccidn por CMV en el receptor de trasplante dgado solido de bajo riesgo para

enfermedad por CMV.

3. Validar el punto de corte anteriormente deteamnen una cohorte externa

de receptores de trasplante de 6rgano sadlido.

4. Determinar un factor de conversion en el lalmoi@atque permita estandarizar

los resultados en Ul/ml.

5. Determinar un umbral de replicacion no asoceldiesarrollo de sintomas en

el paciente de alto riesgo de infeccion por CMV.
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6. Analizar las caracteristicas diferenciales denfaccion primaria y de la
infeccidn recurrente por CMV en el paciente de alésgo durante el primer afo

postrasplante.

7. Analizar el impacto de la adquisicion de restau@smune celular especifica

frente a CMV en el desarrollo de recurrencia.

8. Determinar si el uso de la profilaxis secundassd asociado a menores

indices de infeccion sintoméatica y/o enfermedadmreate.

9. Estudiar la frecuencia de toxicidad hematolégitaante el tratamiento

anticipado con valganciclovir.

10. Definir los factores de riesgo para el deskrrdé toxicidad hematoldgica
durante el tratamiento anticipado con valganciclovi

10.1. Determinar la relacion entre el tiempo deatréento y el desarrollo
de toxicidad hematologica.

10.2. Conocer si existe diferencia de toxicidad &ehdgica en los
pacientes receptores de higado, corazén y rifion.

10.3. Conocer si existe diferencia de toxicidad &emdgica en el
paciente receptor de trasplante de 6rgano sélidalidey bajo riesgo para

infeccion por CMV.

11. Determinar el impacto clinico de la neutropehigante el tratamiento con

valganciclovir en relacion al desarrollo de infegms fangicas, viricas y/o bacterianas.
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PARTE Ill. MATERIALES Y METODOS
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DISENO, PERIODO DE INCLUSION, SUJETOS DE ESTUDIO Y

DEFINICIONES.

Disefio del estudio.

Se disefid un estudio de cohortes prospectivo elergas receptores de
trasplante de organo sélido, de acuerdo al programatrasplante del Hospital
Universitario Virgen del Rocio que incluye rifidig&do y corazon.

Este estudio fue llevado a cabo de acuerdo a ltaf2etdn de Helsinki y a las

Guias de Buena Practica Clinica.

Periodo de inclusion.
El periodo de inclusion se estructur0 en base aohgstivos de la siguiente
forma:
Objetivos 1-4:
Cohorte de derivacién: octubre 2008- mayo 2009.
Cohorte de validacion: Junio 2009- agosto 2010.
Objetivos 5-8:
Octubre 2008- mayo 2012.

Objetivos 9-11:

Octubre 2008- agosto 2010.

Sujetos de estudio, criterios de inclusion y excligs.
Los sujetos del estudio fueron receptores de masplde 6rgano soélido de edad
mayor o igual a 16 afios que cumplian los critedetallados a continuacion segun

objetivos:
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Objetivos 1-4:

Criterios de inclusion:

La cohorte se constituyé por casos consecutivoseckptores de trasplante de
organo solido con serologia pretrasplante CMV pasiten los que se realizo
determinacion de carga viral de CMV mediante PQierapo real.

Criterios de exclusion:

Fueron excluidos del estudio los pacientes quebiexon anticuerpos
antilinfocitarios como terapia de induccion.

Objetivos 5-8:

Criterios de inclusion:

La cohorte se constituyé por casos consecutivoseckptores de trasplante de
organo solido con serologia pretrasplante negapsea CMV que firmaron el
consentimiento informado y realizaron una monitxian viroldégica e inmunoldgica
durante el primer afio postrasplante.

Criterios de exclusion:

Fueron excluidos del estudio los pacientes quebiexon anticuerpos
antilinfocitarios como terapia de induccion asi coaguellos que no podian asegurar la
monitorizacion por lejania del domicilio.

Objetivos 9-11:

Criterios de inclusion:

La cohorte se constituyé por casos consecutivoeckptores de trasplante de
organo solido que recibieron tratamiento anticipada valganciclvir o ganciclovir
frente a la infeccion por CMV.

Criterios de exclusion:
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Fueron excluidos del estudio los pacientes corcand@ sintomatica por CMV y

/o con resistencia confirmada a ganciclovir.

Definiciones.

La infeccion y enfermedad por CMV fueron definidisacuerdo al documento
de consenso GESITRA-SEIMC/REIPI para el manejo adénfeccion por CMV en
pacientes trasplantados de organo solido (siendsadas las definiciones publicadas
por Ljungmaret al.y la Guia del Consenso Internacional para el noathejla infeccion
por CMV) (60,72,156).

La infeccién por CMVse definié como la deteccion de citomegalovirgssds
proteinas virales (antigenemia) o de DNA (métodadenulares) en algun fluido
corporal o tejido.

La infeccion primariase definio como la deteccidn de infeccion por Chh/un
individuo previamente seronegativo para CMV.

La infeccion secundaria o recurrente definio como la nueva deteccion de
infeccion por CMV en un individuo donde previamerge ha documentado una
infeccidn por CMV.

Se considerd que existenfermedad por citomegalovirusiando el paciente
infectado presentaba signos o sintomas de infect@renfermedad por CMV puede
clasificarse como: apindrome virgl considerando éste como la presencia de fiebre
>38°C, durante al menos dos dias en un periodoudéroc dias, acompafiado de
leucopenia, trombocitopenia o incremento de transasas; bEnfermedad de 6rgano
0 invasiva considerando ésta cuando existe evidencia dodadeerde invasion de
organo. Las formas de enfermedad invasiva mas drees son la neumonitis, la

enfermedad digestiva, la hepatitis, encefalitisintes, nefritis, cistitis, miocarditis y

59



pancreatitis. Salvo en el caso de retinitis o dection del SNC, es necesario la
confirmacién histolégica mediante inmunohistoquamic hibridacionin situ para
considerar como cierta una enfermedad por CMV.

La enfermedad tardise define como la enfermedad por CMV que ocurig un
vez concluido el periodo de mayor riesgo de infaccen el que se administra la
profilaxis antiviral, generalmente a partir de $sdias tras el trasplante.

La profilaxis universalconsiste en la administracion de tratamiento &t a
dosis profilacticas (900 mg/24h) durante el perialo mayor riesgo de infeccion,
generalmente los 100 primeros dias tras el trasplan

El tratamiento anticipadaonsiste en realizar una monitorizacion periodieh
paciente e iniciar el tratamiento antivirico a dogtrapéuticas (900mg/12h) en el
momento de detectar carga viral.

La prevencion hibridaes la estrategia preventiva que consiste en &agaliz
tratamiento anticipado tras finalizar el periodgpdefilaxis universal.

La profilaxis secundariaconsiste en mantener el tratamiento antiviricaosid
profilacticas tras concluir el tratamiento anticlpa
La toxicidad se define de acuerdo a las Guiasm$gituto Nacional de Cancer de USA
(Common Terminology Criteria for Adverse Events (CAE); version 4.0) (Tabla 3)
(157). Latoxicidad hematoldgicae define como el decremento en al menos dos grado
en la escala CTCAE en el valoadir con respecto al valor basal. Se considera
neutropenia grado 3 (grave) y neuropenia gradad aumero absoluto de neutrofilos
igual o menor a 1000 células/microlitro y 500 caddinicrolitro, respectivamente. El
valor nadir es definido como el valor mas bajo detectado darahttratamiento. El
periodo de latenciaes definido como el tiempo que transcurre desdmieio del

tratamiento antivirico hasta la ocurrencia del évérematoldgico.
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Tabla 3. Guias del Instituto Nacional de Canced8& (Common Terminology Criteria for Adverse Eve(@3 CAE); version 4.0).

Efectos adversos Recuento celular (unidades) Grado Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5
Anemia Hemoglobina (g/L) <LIN100 <100-80 <80-65 <65 Muerte
Linfopenia Linfocitos (x18/L) <LIN-0.8 <0.8-0.5 <0.5-0.2 <0.2 Muerte
Neutropenia Neutréfilos (x£0L) <LIN-1.5 <1.5-1.0 <1.0-0.5 <0.5 Muerte
<LIN-75 <75-50 <50-25 <25 Muerte

Trombocitopenia Plaquetas (X110

* LIN: Limite inferior normal.
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VARIABLES, RECOGIDA Y ANALISIS DE DATOS.

Monitorizacién y seguimiento de los pacientes.

El esquema de monitorizacion se establecio en dundel riesgo de infeccion
por CMV del paciente de la siguiente forma:

a) En el paciente de alto riesgo seroldgico decoidm (R-D+) el seguimiento fue
semanal durante el primer trimestre postrasplapigicenal desde el cuarto al sexto
mes y mensual desde el séptimo mes hasta el 1#ased trasplante.

b) En el paciente de bajo riesgo (R+D-, R+D+),esiz6 un seguimiento quincenal los
seis primeros meses y mensual del séptimo al 12eiésmasplante.

c) Los pacientes R-D- se consideraron que no teni@syo de infeccion y no
necesitaban ser monitorizados a no ser que alqusa@xterna modificara este riesgo,
como una transfusion sanguinea.

d) Todos los pacientes, independientemente delgajedueron monitorizados
semanalmente durante el tratamiento anticipado nangel un mes después de la
finalizacion del mismo. En los casos de rechazorggeiriera tratamiento con bolos de
corticoides y/o timoglobulina también se monitore@a semanalmente durante las 6
semanas desde el inicio del tratamiento.

La carga viral se determind en cada visita pacaiteecucion de los objetivos 1-
4y 9-11. La carga viral y la respuesta inmune @éipa de células T frente a CMV se
determinaron en cada visita para la consecuciéioslebjetivos 5-8. En todos los
pacientes se analizaron la creatininemia y el heamog al inicio del tratamiento
antivirico, semanalmente durante el periodo dermanto y/ o hasta la resolucion de

los efectos adversos hematoldgicos una vez comcalichismo.
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La serologia de CMV pretrasplante, se determintneestras de suero mediante
la prueba de Elecsys CMV IgG (Roche Diagnosticsnifi@im, Germany).

La determinacion de la carga viral se realizé emstras de plasma usando la
PCR a tiempo real LyghtCycler® 2.0 (Roche Appliagkece) desde Octubre de 2008
hasta Abril 2012 y la PCR a tiempo real Cobas Apmpp/Cobas tagman CMV®
(Roche Applied Science) desde Abril de 2012 hastéoJde 2013.

Para la determinacion de la respuesta inmune cedsipecifica se utilizo el
marcaje intracelular de citoquinas. Primero, paaes$timulacion se partio de una
muestra de sangre periférica extraida en hepaenbtid que fue estimulada con 1
pg/ml de los péptidos PepMix HCMV pp65 y PepMix HEZME-1 (JPT Peptides
Technologies GmbH, Berlin, Germany). Como contjativo se incluyé un tubo de
sangre sin estimular, y como control positivo ubotwe sangre estimulada con 1,5
png/ml ionomicina deéStreptomyces conglobatys?25 ng/ml PMA 4-alpha-phorbol 12-
myristate 13-acetajeSigma Aldrich, Buchs, Switzerland). Todas las sites fueron
coestimuladas con 1 pg/ml de CD28/CD49d (BecktarkiDson, San José, CA) y, para
evitar la secrecion de las citoquinas al entornoaeglular, se afiadieron 10 pug/ml de
brefeldina A (Beckton Dickinson). A continuacidoasImuestras se incubaron 4 horas a
37°C y 5% de C@ tras lo cual, se afadié 5 ml de la solucion tsdpACS Lysis
(Beckton Dickinson), para lisar los eritrocitossg incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente los tubosruegntrifugados a 509durante 5
minutos a 4°C y se lavaron afiadiendo 7 ml de smiusalina PBS. Para el marcaje de
los receptores de membrana se afadieron a caddasianticuerpos monoclonales:
0,04 pg/ul PE anti-human CD69, 0,1 ug/ul PerCP/&¢mti-human CD4, 0,1 pg/ul
APC/Cy7 anti-human CD8, 0,5 pg/ul Alexa FIfiat00 anti-human CD3 (Biolegend).

Se incubaron 20 minutos a temperatura ambienteogeuridad. Para fijar las células se
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afadié a cada tubo 50 ul de IntraPrep reagent dk(@an Coulter, Fullerton, CA) y se
incubaron durante 15 minutos, tras lo cual se tavaon PBS. A continuacion se llevo
a cabo la permeabilizacion celular afiadiendo SfephtraPrep reagent 2 e incubando 1
minuto. Seguidamente, se llevd a cabo el marcdj@celular de las citoquinas,
afladiendo los siguientes anticuerpos monoclon@lég5 ug/ul APC anti-human IL-2

y 0,05 pg/pul FITC anti-human IFN-Se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad. Por dltimo, se procedio a lavar [BB$ el exceso de anticuerpos y se
resuspendio el pellet en 250 ul de PBS. Las muses&ranalizaron en el citdbmetro y se
cuantificaron treinta mil eventos de células maasacon anti-human CD3+ (antigeno
especifico para linfocitos T) del total de linfedf de las cuales se separaron las
poblaciones CD4+ y CD8+, marcadas con sus respsctuaticuerpos. Los resultados
fueron normalizados respecto al control negative. ceénsideré inmunidad celular
especifica frente a CMV positiva cuando el porgenta células T CD8+ que expresan
CD69+ (antigeno de activacion especifico frententdganos de los linfocitos T) fue
superior a 1% y el porcentaje de células T CD8+esexas de IFN- mayor a 0,25%,

normalizados al control negativo.

Variables, recogida y analisis estadistico de lostbs.

Objetivos 1-4.

Variables.

Todas las cargas virales de los pacientes que émlpls criterios de inclusién
y exclusion anteriormente detallados fueron deteadas en el departamento de
microbiologia y recogidas diariamente en una basedatos. Los resultados eran

informados al clinico responsable que evaluabacikbpte para determinar la existencia
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de posibles signos o sintomas de enfermedad. Bbada de datos se recogieron la
informacion demografica y caracteristicas basad¢paciente, la informacion referente
al trasplante, fecha, tipo de 6rgano, el tratamienmunosupresor, y la informacion

referente a el/los episodio/s de replicacion viedhas de inicio y fin de la deteccion de
carga viral positiva, tratamiento antivirico y simas, en el caso de que existieran.

Estandarizacion de los resultados.

Todos los valores de carga viral de CMV se expogsaen unidades
estandarizadas (unidades internacionales, Ul/ratpa Bllo, la técnica de PCR en tiempo
real Quant CMV LightCycler® 2.0 disponible en ebdaatorio fue estandarizada. El
experimento se realizo utilizando el primer estamag&rnacional comercializado por la
OMS para pruebas que cuantifican acidos nucleiedSMV (NIBSC code 09/162). En
el laboratorio, el estandar fue reconstituido enililitro (ml) de agua libre de nucleasa
para obtener una concentracion de Sxdrfidades internacionales por ml (Ul/ml). Esta
preparacion se dividié en cuatro alicuotas de 2&fafitros cada una. Cada alicuota
fue diluida en plasma a concentracion 1:10. ElI Dl se aislo en el MagnaPure
utilizando 300 microlitros de cada preparacion d® ¥ se cuantificé utilizando la PCR
en tiempo real LyghtCycler en experimentos reabgacuatro dias consecutivos; cada
dia los experimentos se realizaron por triplicadoteomiendo un total de 12
determinaciones. El valor medio obtenido y su apoadencia con la escala
logaritmica proporcionaron de manera matematifacebr de conversion (que no posee
unidades de medida). Los valores obtenidos en spidueron multiplicados por el
factor de conversion para obtener el valor de tgacairal en unidades internacionales
por mililitro (Ul/mL).

Anédlisis estadistico.
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Las variables se recogieron en una base de dajas sbjetivos y los datos se
analizaron utilizando el paquete estadistico SR@&ipn 15.0; SPSS Inc., Chicago,
IL). Se realiz6 un analisis descriptivo de todasvariables recogidas en cada uno de los
estudios. Las variables cualitativas se expreseoomo porcentajes de pacientes en el
conjunto de los datos. Las variables cuantitateasio mediana y rango. Para las
variables categoricas se utilizé el test de chdcado o el test de Fisher, cuando la
frecuencia esperada era menor de 5. Las variabl@suaas se analizaron con la T de
Student o el test de U-Matt Whitney si la muestwacamplia criterios de normalidad.
La asociacion entre variables se expres6 como mdids(OR) e intervalo de confianza
del 95%. La significacion estadistica se establesroun valor de p <0,05 de dos colas.

Para la determinacion y validacion de un umbralegdicacion se utilizaron las
curvas ROC. El area bajo la curva (ABC) fue utdi@acomo medida global de la
exactitud de la prueba diagndstica. En nuestrosasiatada par S/1-E representd una
carga viral determinada, que a su vez estaba asoca un estado de salud,
asintomatico/ enfermedad por CMV. El punto de cortavel de decision elegido fue
aquel que mejor discriminaba entre el estado awsidico y el de enfermedad, y fue
definido en base a sus caracteristicas de sedsithjliespecificidad, valor predictivo
negativo y valor predictivo positivo. EI umbral tpd de replicacion para el inicio del
tratamiento anticipado se definié en la cohortedeirminacion y fue validado en la
cohorte denominada de validacion, constituida denemsa consecutiva a la de
determinacion.

Las curvas ROC fueron determinadas usando el pa@stadistico SPSS, y la
sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictipositivo (PPV) y valor predictivo

negativo (NPV) se obtuvieron con el paquete ediadi&-Stat (version 2.0). Se realiz6
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una regresion lineal para definir el incrementolalecarga viral en plasma entre la

primera deteccion positiva y el diagnostico de enézlad.

Objetivos 5-8.

Variables.

En cada muestra recogida segun el esquema a)adetadin el apartado de
monitorizacion, se determind la carga viral (Ul/nyl)la respuesta inmune celular
especifica frente a CMV. En una base de datoscegjiexon los datos demograficos y
epidemiolégicos de los pacientes y de los donaméggmen inmunosupresor y datos
relacionados con los episodios de replicacion wied el trasplante, carga viral al inicio
del tratamiento, carga viral pico, duracion de ieemia, duracion del tratamiento,
toxicidad asociada a farmacos y resolucion defecaion.

Analisis estadistico.

Se realiz6 un analisis descriptivo y bivarianteagdeerdo a lo sefialado en el
apartado anterior para determinar las diferenamse enfeccion primaria e infeccion
recurrente y la probabilidad de recidiva en funcitah uso de profilaxis secundaria.
Para estudiar la asociacion entre el aclaramiemta giremia y el pico de carga viral se
realizd un analisis de regresion lineal. AdemagesizO un analisis multivariante
mediante regresion logistica para determinar pesifdctores confusores del uso de

profilaxis secundaria en la recidiva de la infeogir CMV.

Objetivos 9-11.
Variables.
Se recogieron datos demograficos, clinicos, tifechia del trasplante, serologia

CMV pretrasplante, funcion renal y datos en relacal episodio de replicacion,
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duracién de la viremia, farmaco y dosis utilizadadicacion concomitante y resolucion
de la infeccion. En relacion al desarrollo de tmad, los valores de neutrofilos,
linfocitos, plaquetas y hemoglobina se recogierbmiaio (valor basal) y durante el
tratamiento (valornadir). El uso de factor estimulante de colonias, eligoer de
latencia y la resolucion del evento hematotoxicerdn también recogidos. Se
evaluaron la frecuencia, tipo y evolucion de enttades infecciosas diferentes a CMV
desde el inicio del tratamiento hasta 15 dias l&dsalizacion del mismo o hasta la
resolucion de la neutropenia, en caso de que @gtbngara mas alla de este plazo.

Analisis estadistico.

Se realizé un analisis descriptivo y bivarianteadeerdo a lo sefialado en los
apartados previos. Los parametros hematologicaosgararon antes y después del
tratamiento anticipado usando la prueba de Wilcopara muestras relacionadas. Se
realizd un andlisis multivariante para determir@s factores de riesgo asociados al

desarrollo de neutropenia.
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PARTE IV. RESULTADOS
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OBJETIVOS 1- 4.
Determinacion, validacion y estandarizacion de unymto de corte determinado en
plasma para el inicio del tratamiento anticipado enel receptor de trasplante de

organo solido de bajo riesgo de infeccion por CMV.

Estandarizacion de la carga viral de CMV.

La técnica de PCR en tiempo real Quant CMV Lightey@ 2.0 fue
estandarizada utilizando el estandar internaciaoahercializado por la OMS para
pruebas que cuantifican acidos nucleicos de CM\BE code 09/162). Los resultados
obtenidos de los experimentos realizados en cu&® consecutivos por triplicado se

muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Caélculo del factor de conversion paraesarla carga viral de CMV en

unidades internacionales/ml (Ul/ml).

LightCycler® CMV (copias/ml) en logaritmo
plasma
Dia 1 3,38x10 5,52
3,17x16 5,50
3,43x10 5,53
Dia 2 2,15x10 5,33
2,39x10 5,37
2,73x16 5,43
Dia 3 4,40x10 5,64
4,20x10 5,62
4,66x10 5,66
Dia 4 2,75x10 5,43
3,24x16 5,51
2,66x10 5,42
Valor medio 3,26x10 5,49
Factor de conversion Concentracion estandar intemnal/ 1,53

valor medio carga viral

El valor medio correspondiente a las mismas fue3,@6x1G copias/ml, en
relacién a la concentracién del estandar (8xW@ml) proporcionaron de manera
matematica un factor de conversién de 1,53. Elofade conversiéon sélo puede ser
aceptado si cada una de las doce determinaciofiee dtn <0,5 logaritmo respecto al
valor medio. Para expresar los resultados en Wénmhultiplica el nimero de copias/ml

por el factor de conversion.

Determinacién de un punto de corte para el inicio €l tratamiento anticipado en la

infeccion por CMV.
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En la cohorte de derivaciéon se incluyeron un tatal 141 receptores de

trasplante de drgano solido CMV seropositivos. kasacteristicas clinicas de los

pacientes se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas demograficas de los pseninfeccion por CMV en ambas

cohortes.
Cohorte de Cohorte de
derivacion validacion
Pacientes incluidoiN 141 252
Edad, mediana (rango), afios 53 (19-73) 55 (19-75)
Sexo, varones, N (%) 92 (65,2) 164 (65,1)
Organo Trasplantado, N (%)
Rifidn 79 (56) 135 (53,6)
Higado 49 (34,8) 87 (34,5)
Corazon 13 (9,2) 30 (11,9)
Episodios de replicacion, N 84 119
Tratamiento anticipado, N (%) 29 (34,5) 60 (50,4)
Enfermedad por CMV, N (%) 9 (10,7) 9 (7,6)

Se realizaron un total de 982 determinaciones de &Ctiempo real (Tabla 6).

En 80 pacientes (56,7%) se obtuvieron resultadegiyas de PCR y se recogieron un

total de 84 episodios de replicaciéon de CMV.
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Tabla 6. Determinaciones realizadas con PCR a tieegd en ambas cohortes.

RT-PCR rango (Ul/ml) Cohorte de derivacion Cohorte de validacién
Muestras, N (%) Muestras, N (%)
Positivas 267 (27,2) 288 (14,2)
<1000 112 (11,4) 48 (2,4)
1001-3000 114 (11,6) 166 (8,2)
3000-10000 26 (2,6) 59 (2,9)
10001-200000 13 (1,3) 15 (0,7)
> 200001 2(0,2) 0 (0)
Negativas 715 (72,8) 1734 (85,8)
Total 982 (100) 2022 (100)

Veintinueve pacientes (34,5%) recibieron tratantienbn valganciclovir y
nueve (10,7%) fueron diagnosticados de enfermedadCplV, cinco con enfermedad
digestiva y cuatro con sindrome viral. La cargalvinedia de los episodios de la
enfermedad por CMV fue de 6620 copias/ml (RIQ 2I55500) que corresponden a

10142 Ul ml (RIQ 4221-176946) (Tabla 7).
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Tabla 7. Episodios de enfermedad por CMV. Carga pico y tiempo postrasplante. Cohorte de derdraci

Organo Régimen Inmunosupresor Rechazo Carga viral pico Tiempo Enfermedad CMV Exitus
Trasplantado (si/no) Ul/ml (copias/ml) postrasplante
(dias)

Rif6n PDN+TAC+MMF no 3324 (2170) 106 Gastritis no
Higado PDN+TAC+MMF no 10142 (6620) 81 Gastritis no
Higado PDN+TAC+MMF Si 18997 (12400) 44 Hepatitis Si
Higado PDN+CYA+MMF no 5638 (3680) 34 Sindrome viral no
Corazén PDN+CYA+MMF Si 329380 (215000) 59 Sindrome viral no

Rifion PDN+TAC+MMF no 698592 (456000) 67 Duodenitis no

Rif6n PDN+TAC+MMF no 4412 (2880) 47 Sindrome viral no

Rif6n PDN+TAC+MMF no 4029 (2630) 42 Gastritis no

Rifon PDN+TAC+MMF no 24512 (16000) 37 Sindrome viral no

PDN: Prednisona; TAC: Tacrolimus; CYA: CiclosporimdMF: mofetil micofenolato.
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Dos pacientes fallecieron, uno con hepatitis debido hemotorax iatrogénico y
el segundo con viremia asintomatica debido a up faultiorganico en relacion con
una disfuncion primaria del injerto. Ninguna de tasertes estuvo relacionada con la
infeccién por CMV. En el resto de los pacientemitaccion se resolvié en una mediana

de 23 dias (RIQ 19-28) tras el inicio del tratartoeanticipado.

El area bajo la curva ROC en la cohorte de demvadirigura 3) fue de 94,7%
(IC 91,2-98,2). El valor predictivo positivo, el lga predictivo negativo, la
especificidad y la sensibilidad para algunos daitobrales seleccionados se detallan en

la Tabla 8.

Figura 3. Curva ROC en la cohorte de determinacion.
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Tabla 8. Valores umbrales (Ul/ml).

Valor Especificidad % Sensibilidad % VPP % VPN%
umbral (1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
(Ul/ml)

6319 93(89,2-95,5) 55,6 (26,7-81,1)21,7 (9,7-41,9) 98,4 (95,9-99,4)
4220 89,9 (85,6-93) 77,8 (45,3-93,721,2 (10,7-37,8) 99,1 (96,9-99,8)
3983 89,9 (85,6-93) 88,9 (56,5-98) 23,5 (12,4-40) 9,6997,6-99,9)
3194 100 (70,1-100) 88,4 (83,9-91,723,1 (12,6-38,3) 100 (98,9-100)

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predii negativo.

Teniendo en cuenta estos resultados se selecdimadoe de 3983 Ul/ml (2600
copias/ml) como umbral 6ptimo para iniciar el trai@nto anticipado. Este punto de
corte se asoci6 a un valor predictivo negativo 86% (IC 97,6-99,9), un valor
predictivo positivo de 23,5% (IC 12,4-40,0), unpessficidad de 89,9 % (IC 85,6-93,0)

y una sensibilidad de 88,9% (IC 56,5-98,0; Tabla 8)

Validacién del punto de corte.

Para validar el punto de corte anteriormente didirsie constituyo la cohorte de
validacion en la que se incluyeron 252 receptoeetrakplante de érgano soélido CMV
seropositivos (Tabla 5). Se realizaron 2022 detemones de PCR en tiempo real, de
las cuales 288 fueron positivas en 107 pacient2$%4) (Tabla 6). Se recogieron un
total de 119 episodios de replicacion de CMV. Seseacientes (50,4%) requirieron
tratamiento antivirico y nueve (7,6%) fueron diagfitados de enfermedad por CMV,
ocho con enfermedad digestiva y un paciente coefalitts diagnosticado mediante

PCR en el liquido cefalorraquideo (Tabla 9). La iaweal de la carga viral en los
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episodios de enfermedad por CMV fue de 3620 capiagRIQ 1950-24700)
correspondientes a 5546 Ul/ml (RIQ 2987-37840).ddniente presentd una gastritis,
confirmada histologicamente, con carga viral negatEn dos pacientes se diagnostico
enfermedad por CMV con cargas virales por debajovder umbral definido en la
cohorte de derivacion. Solo el 33,3% de los paegnbn enfermedad por CMV realizo

de manera correcta el protocolo de monitorizacr@ipmente establecido.
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Tabla 9. Episodios de enfermedad por CMV. Carga pico y tiempo postrasplante. Cohorte de valiaci

Organo Régimen Inmunosupresor Rechazo Carga viral pico Tiempo Enfermedad Exitus
Trasplantado (si/no) Ul/ml (copias/ml) postrasplante CMV
(dias)
Rifi6GN PDN+TAC+MMF no 5546 (3620) 172 Gastritis no
Higado PDN+TAC+MMF no 17832 (11640) 69 Encefalitis no
Higado PDN+CYA+MMF no 1930 (1260) 93 Gastritis no
Higado PDN+TAC+MMF no Negativa 139 Gastritis no
Higado PDN+TAC+MMF no 81809 (53400) 28 Colitis no
Rifién PDN+TAC+MMF no 52701 (34400) 46 Colitis no
Higado PDN+TAC+MMF no 22980 (15000) 47 Colitis no
Higado PDN+CYA+MMF no 5408 (3530) 37 Gastritis no
Rifién PDN+TAC+MMF no 4044 (2640) 53 Duodenitis no

PDN: Prednisona; TAC: Tacrolimus; CYA: CiclosporimdMF: mofetil micofenolato.

78



En la curva ROC se obtuvieron los siguientes patés para el valor de 3983
Ul/ml: valor predictivo negativo: 99,2% (IC 97,2-8% valor predictivo positivo:
20,7% (IC 9,8-38,4), especificidad: 91,8% (IC 89484) y sensibilidad: 75,0% (IC

40,9-92,9) (Figura 4).

Figura 4. Curva ROC en la cohorte de validacion.
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No se observo relacion entre el incremento de figacairal y el diagnostico de

enfermedad {F1,627; IC 95% -5,13-8,39; p=0,627).
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OBJETIVOS 5-8.
Tratamiento anticipado en pacientes de alto riesgdCarga viral y enfermedad por
CMV. Profilaxis secundaria, inmunidad celular espeffica frente a CMV y riesgo

de infeccion recurrente.

Caracteristicas de los pacientes.
Un total de 39 receptores de trasplante de orgaldosfueron incluidos en el
estudio. Las caracteristicas basales de los pasiesg detallan a continuacion en la

Tabla 10.
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Tabla 10. Caracteristicas basales de los pacigmiesdos.

Variables

Pacientes, N=39

Sexo, varon, N (%)
Edad, mediana (RIQ), afios
Organo Solido Trasplantado, N (%)
Rifién
Higado
Corazén
Régimen Inmunosupresor, N (%)
Terapia de induccién
Basilixumab
Daclizumab
Terapia de mantenimiento
Esteroides
Mofetil micofenolato/Acido micofendlico
Tacrolimus
Ciclosporina
Inhibidores de mTOR
Otros

28 (71,8)
50 (42-58)

23 (59,0)
15 (38,5)
1(2,6)

10 (25,6)
2 (5,1)

39 (100)
38 (97,4)
32 (82,1)
6 (15,4)
1(2,6)
1(2,6)

Infeccidn primaria y recurrente.

Noventa y cuatro episodios de replicacion viralrdmeanalizados. Todos los

casos de infecciébn primaria y 40 casos de infeceggurrente por CMV (69%)

requirieron tratamiento antivirico (P<0,001).

En un modelo de regresion lineal cargas viralegael@s se correlacionaron con

una resolucion mas lenta de la infeccion sin alearia significacion estadistica

(coeficiente=0,206; P=0,075).

Tanto la infeccion primaria como la infeccién rgemte fueron mas frecuentes

en el trasplante renal respecto al de higado yz6areEn los episodios de infeccidn
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primaria, la carga viral pico fue mas elevada gdeacion de la viremia algo mas larga.
Todos los episodios de infeccion primaria recilmet@tamiento antivirico, siendo la
duracién del mismo mayor que en los episodios fdeaon recurrente, 39 dias (25-48)
y 27 dias (22-34), P=0,083, respectivamente. Vaighvir fue el farmaco mas

ampliamente usado en ambos tipos de infeccion. &lcerscontraron diferencias

estadisticamente significativas en ninguna dedaisbles analizadas (Tabla 11).
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Tabla 11. Analisis bivariante de los episodios dédcion primaria e infeccidon

recurrente por CMV.

Infeccibn CMV Infeccibn CMV

primaria, recurrente, p-value
N=36 N=58
Organo Trasplantado, N (%) 0,335
Rifién 20 (55,6) 38 (65,5)
Otros 16 (44,4) 20 (34,5)
Duracion de la viremia, dias, 23 (21-32) 21 (11-30) 0,597

mediana (rango)

Carga viral pico, Ul/ml, mediana 4536 (1981-15946) 3267 (1576-8484) 0,354
(RIQ)
Tratamiento anticipado, N (%) 36 (100) 40 (69) €0,0
Duracion del tratamiento, dias, 39 (25-48) 27 (22-34) 0,083
mediana (RIQ)
Farmacos, N (%) 0,856
Valganciclovir 30 (83,3) 35 (87,5)
Ganciclovir iv/valganciclovir 5(13,9) 4 (10,0)
Ganciclovir iv 1(2,8) 0 (0)
Foscarnet 0 (0) 1(2,5)
Clinica de la infeccion, N (%) 0,320
Asintomética 33 (91,7) 56 (96,6)
Sintomatica 3(8,3) 2 (3,4)

Sindrome viral 1(2,8) 1(,7)

Enfermedad de 6rgano 2 (5,6) 1(,7)
Evolucién, N (%) 0,999
Cura 36 (100) 56 (96,6)
Exitus 0 (0) 2 (3,4)
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Profilaxis secundaria.

En 19 episodios de replicacion los pacientes rewhi profilaxis secundaria a
continuacion del tratamiento anticipado durante nneaiana de 16 dias (14-24). Sdlo
los receptores de trasplante renal recibieron lpsa$i secundaria que se instauré a
criterio clinico.

En estos pacientes se realizO un analisis bivarigrdra determinar las
caracteristicas diferenciales en los episodiosegécacion conforme al uso o no de
profilaxis secundaria, y no se encontraron difei@nen cuanto al tiempo postrasplante,
al uso de induccidon o a la incidencia de neutragpegrave. El tipo de infeccion
(recurrente o primaria) tampoco fue diferente endacientes que recibieron profilaxis
respecto a los que no la recibieron, siendo lauérecia de infeccion recurrente: 57,9%

vs. 53,6%; P=0,770, respectivamente (Tabla 12).

Tabla 12. Andlisis bivariante en los receptoresragplante renal que reciben profilaxis

secundaria.

Profilaxis secundarigs. no profilaxis p-value

(19 vs. 28)

Tiempo postrasplante, dias, 76 (42-108) 106 (47-140) 0,574
mediana (RIQ)
Terapia de induccion, N (%) 8 (42,1) 10 (35,7) 0,65
Neutropenia<1000 cél/ul), 3 (15,8) 8 (28,6) 0,310
N (%)
Carga viral pico, 1U/ml, 8645 (2708-16524) 5447 (2873-26469) 0,271
mediana (RIQ)
Duracion de la viremia, dias, 30 (23-35) 25 (13-34) 0,655
mediana (RIQ)
Episodio recurrente, N (%) 11 (57,9) 15 (53,6) 0,77
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Ningun paciente desarrollé infeccion durante Idfifaxis secundaria y ninguno
tuvo que abandonar el tratamiento debido a efdmo®gtotoxicos.

Como factor prondstico, la incidencia de recurramm fue diferente en los que
recibieron profilaxis secundaria respecto a los oida recibieron, 19/14 (73,7%%.
28/21 (75%), respectivamente.

Se realiz6 un andlisis multivariante para valoraimgacto de la profilaxis
secundaria en la incidencia recurrencia y la extséede posibles variables confusoras.
Segun este modelo (Tabla 13), la profilaxis secuadao se relacioné con la
recurrencia posterior. El Unico factor asociadma reduccion del riesgo de recurrencia
fue la adquisicion de respuesta inmune celular c@pe para CMV (OR=0,151; IC
95%: 0,028-0,815; P=0,028). El resto de factorekiidos en el modelo (tiempo tras el
trasplante, el trasplante renal frente a higadorgzdn, la carga viral pico, la duracion
de la viremia y del tratamiento) tampoco se asonia la ocurrencia de infeccion
recurrente.

Un curso previo de tratamiento antivirico mas lasgasocio estadisticamente a
la infeccidon recurrente en el analisis bivarian@R( 1,062; 1C95% 1,014-1,114);
P=0,012) pero no en el analisis multivariante (AR029; 1C95% 0,993-1,067);

P=0,118).
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Tabla 13. Modelo multivariante de los factoresidego para el desarrollo de infeccidon recurrenteQiV.

Recurrenciars. No recurrencia Odds ratio (IC 95%) p-value
(58vs.36)
Tiempo postrasplante, dias, mediana (RIQ) 59 (3)-10 150 (97-188) 0,993 (0,982-1,004) 0,208
Trasplante renal, N (%) 38 (65,5) 20 (55,6) 4,66288-21,997) 0,052
Respuesta inmune celular positiva, N (%) 12 (20,7) 25 (69,4) 0,151 (0,028-0,815) 0,028
Carga viral pico, IU/ml, mediana (RIQ) 5386 (1953409) 2861 (1622-6162) 1 0,401
Duracion de la viremia, dias, mediana (RIQ) 2532y- 20 (8-30) 1,006 (0,978-1,035) 0,692
Duracion del tratamiento, dias, mediana (RIQ) R242) 21 (0-27) 1,029 (0,993-1,067) 0,118
Uso de profilaxis secundaria, N (%) 14 (24,1) 59)3 0,532 (0,103-2,745) 0,451
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Respuesta inmune celular especifica frente a CMV.

En los 39 pacientes incluidos se determind la ailtjan de la respuesta inmune
celular especifica frente a CMV en cada visita segli esquema de seguimiento
establecido. Dos pacientes (5,1%) no adquirierspuesta inmune y ambos fallecieron
durante el seguimiento en la semana 22 y 30 trasglante, respectivamente. El resto
de los 37 (94,9%) pacientes adquieron respuestanengn una mediana de 14,7
semanas (rango 7-26) después del trasplante commed#na de ceélulas T CD8+
expresando IFN-de 0.75% (rango 0.3-3.5), porcentaje significatieate mayor que el
obtenido dos semanas tras el trasplante (medianaadfgo 0-0.5, P<0.001) y al final
del seguimiento (mediana de 0.46%, rango 0.01-2R40.001; Fig. 5A). La
subpoblacion de células T CD4+ mostré una cinétiaailar, con un porcentaje de
células T CD4+ que secreta IFNen el momento de la adquisicion de la respuesta
inmune mas elevado (mediana 0.3%, rango 0-5.40B%0Fig. 5B) que el cuantificado
a las dos semanas tras el trasplante (mediana &%) r0-0.8). No se encontraron
diferencias significativas en los porcentajes déulag T CD4+ vs. CD8+ que
expresaron IFN-tras la estimulacion a las dos semanas del traspta en el momento
de la adquisicion de la respuesta immune, mierges al final del seguimiento, el
porcentaje de células T CD4+ expresando JHNe significativamente menor respecto
al de células T CD8+ (mediana 0.46/%0.048 %, respectivamente; P=0.007).

A continuacion se analizé la relacion entre la deocia de viremia y la
adquisicién de la respuesta inmune celular espacifente a CMV. Desde la tercera
semana tras el trasplante hubo un aumento de pexigne desarrolld episodios de
replicacion viral llegando al maximo en la semar@oo donde la incidencia de
replicacién viral alcanz6 el 89,7% (Fig. 5C). Tosslos pacientes nunca desarrollaron

replicacién viral durante el seguimiento, y en uacipnte el primer episodio de
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replicacion se detectd de forma tardia en la seridrteas el trasplante. Después de la
semana 8 tras el trasplante, la incidencia deaapbn viral disminuyé0 de manera
progresiva hasta el final del seguimiento. El desceen la incidencia de replicacion se
relacioné de forma inversa con la adquisicién despuesta inmune (regresion linéal r
=0.775, Correlacion de Pearson=0.880.001; Fig. 5C).

Los pacientes que habian adquirido una respuestania celular especifica frente a
CMV recibieron tratamiento una mediana de 27 d#s34)vs. 31 dias (22-41) de
tratamiento en los pacientes que no habian adquiegpuesta inmune (P=0,528).

La duracion de ciclos previos de tratamiento antioirecibido se relaciond con la
recurrencia en el analisis bivariado (OR: 1.06353%: 1.014-1.114; P=0.012) pero no

en el andlisis multivariado (OR: 1.029, IC 95%:924.067; P=0.118).
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Figura 5. Cinética de citoquina, replicacion por \CM adquisicion de la respuesta

inmune celular especifica frente a CMV. A. la resgia inmune especifica frente a

CMV fue evaluada mediante la secrecion de intenfgfi&N-y) en células CD4+ y

CD8+ mediante citometria de flujo. (A) Secrecionldbl-y en células T CD4+; (B)

Secrecion de IFN-en células T CD8+. Los porcentajes fueron calaga@specto al

namero total de células CD3 positivas analizad@¥.Hvolucién de la infeccion por

CMV segun la replicacion viral, medida por PCR emipo real, en relacion a la

respuesta immune celular especifica frente a CMWiamée la deteccidon de citoquinas

intracelulares cuantificadas por citometria deofluj
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Evolucion.

Cinco pacientes fueron diagnosticados con infecsigtomatica por CMV (dos
sindromes virales y tres enfermedades digestiZzasires casos éstas fueron infecciones
primarias y en dos infecciones recurrentes. El gathg carga viral al diagnostico de
enfermedad fue de 1556-118728 Ul/ml (Tabla 14)tdeios los casos de enfermedad se
incumplieron las pautas de seguimiento establecideendo la mediana entre la
determinacion negativa previa y la determinaciédiagnostico de 12 dias (10-21) en
lugar de los 7 dias establecidos.

Dos pacientes fallecieron antes de finalizar elseiggnto, uno con carga viral
detectable pero por causas no relacionadas camfdecion (shock séptico de origen
biliar), y otro con carga viral indetectable debalaina isquemia intestinal. En el resto
de los pacientes, la viremia se resolvido en todesepisodios al final del tratamiento

antivirico.
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Tabla 14. Datos clinicos, virolégicos e inmunol@giy evolucion en los pacientes con enfermedadpby.

Enfermedad Organo Dias Infeccion CMV Cargaviral CMV Aclaramiento de la Respuesta Evolucién
por CMV trasplantado postrasplante primaria/ recurrente al diagndstico de viremia tras el inmune
infeccion (Ul/ml) inicio del especifica

tratamiento (dias) frente a CMV

Sindrome viral Higado 103 Recurrencia 118728 5 tiasi Cura

Sindrome viral Higado 38 Infeccion primaria 2601 24 Negativa Cura
Tiflitis Rifion 252 Infeccion primaria 12179 23 Ptdgh Cura
Gastritis Higado 99 Recurrencia 1556 25 Negativa raCu
Gastritis Rifion 45 Infeccion primaria 10588 30 Nega Cura
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OBJETIVOS 9-11.
Impacto clinico de la neutropenia relacionada conldratamiento anticipado con

valganciclovir en los receptores de trasplante degano solido.

Caracteristicas de los pacientes.

Un total de 67 receptores de trasplante de 6rgaliing32 renal, 26 hepatico, 9
cardiaco) fueron incluidos en este estudio. La aredde edad fue de 58 afos (47-62) y
49 (73,1%) eran varones. De acuerdo a la serojwgieasplante, 58 pacientes (86,6%)
fueron de bajo riesgo (R+) y 9 (13,4%) de altogte@R-D+) de infeccion para CMV.

El régimen general de inmunosupresion consistio uaninhibidor de la
calcineurina, prednisona y mofetil micofenolatoslgacientes de riesgo inmunolégico
intermedio-alto recibieron terapia de induccion basilixumab (26,9%) o daclizumab
(7,5%). Ningun paciente recibio timoglobulina cotnatamiento de induccion (Tabla

15).
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Tabla 15. Caracteristicas basales de los paciemdiesdos en el estudio.

Caracteristicas basales Pacientes, N=67

Edad, afios, mediana (rango) 58 (47-62)
Sexo, varon, N (%) 49 (73,1)
Organo Trasplantado, N (%)

Rifién 32 (47,8)

Higado 26 (38,8)

Corazon 9 (13,4)
CMV serostatusN (%)

CMV bajo riesgo (D+/R+; D-/R+) 58 (86,6)

CMV alto riesgo (D+/R-) 9 (13,4)

Régimen inmunosupresor, N (%)

Terapia de induccion

Basilixumab 20 (29,9)
Daclizumab 5(7,5)
Terapia de mantenimiento
Prednisona 66 (98,5)
Acido micofenolico 2 (3,0)
Mofetil micofenolato 65 (97,0)
<1000mg/24h 10 (15,2)
>1000mg/24h 55 (83,3)
Tacrolimus 52 (77,6)
Ciclosporina 13 (19,4)
Everolimus 2 (3,0)

La mediana de los valores basales de los parame&wstoldgicos fueron:
hemoglobina: 113 g/L (rango 98-127); neutréfilos8AC/L (2,6-5,3); linfocitos:

1,1x10/L (0,7-1,5) y plaquetas 177x¥0D (136-247).

Eficacia clinica del tratamiento anticipado.
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Se evaluaron un total de 87 episodios de infecCilV asintomatica. El tiempo
postrasplante al diagndéstico de infeccion fue ddiés (36-100) y el pico de carga viral
al inicio del tratamiento de 6434 Ul/ml (3861-10D20a viremia tuvo una mediana de

duracién de 18 dias (8-26) y el tratamiento antwide 24 dias (17-36) (Tabla 16).

Tabla 16. Descripcion de los episodios de replaraci

Episodios, N=87

Duracion de la viremia tras el inicio del tratamierdias, 18 (8-26)

mediana (rango)

Carga viral pico, Ul/ml, mediana (rango) 6434 (388D20)

Duracion del tratamiento, dias, mediana (rango) (12436)

CMV bajo riesgo (D+/R+; D-/R+), N (%) 17 (19,5)
CMV infeccion primaria 9 (10,3)
CMV infeccion recurrente 8(9,2)

CMV alto riesgo (D+/R-), N (%) 70 (80,5)
CMV primer episodio 24 (27,6)
CMV infeccion recurrente 46 (52,9)

Farmacos, N (%)

Valganciclovir 77 (88,5)

Ganciclovir iv 6 (6,9)

Ganciclovir iv- valganciclovir 4 (4,6)
Administracion de Factor Estimulante de Coloniag%e) 16 (18,4)
Prolonga Hospitalizacion, N (%) 11 (12,6)
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Tras la resolucion del primer episodio, en 17igraes (25,4%) el CMV
recurrié. La incidencia de infeccion recurrente die 17,2% (10/58) en los pacientes de
bajo riesgo y del 77,8% (7/9) en los pacientealtieriesgo.

En el 98,9% de los episodios de infeccion el tragato con  mofetil
micofenolato fue concomitante a la administraci@ whlganciclovir. Las dosis de
mofetil micofenolato fueron de 2g/24h en el 34,580las episodios, de 1,59/24h en el
20,7% y menores a 1g/24h en el 43,6%. Al inicio tlatamiento el mofetil
micofenolato se retird en tres episodios y en ciseoredujo la dosis. Durante el
tratamiento anticipado se retir6 en 15 episodiog4%) y la dosis se redujo en 13
episodios (15,1%). Nueve pacientes (60%) en lossguetird experimentaron toxicidad
hematoldgica y tres de ellos (20%) desarrollarantropenia grave, aunque en ningun
caso fue necesario retirar el tratamiento debi@dotexicidad de valganciclovir.

Todos los episodios aclararon la viremia al finall atamiento. Dos pacientes
fallecieron tras finalizar el tratamiento con vaig&lovir, un paciente un dia después
debido a fallo multiorganico y otro paciente cuatmeses después debido a una

colangitis bacteriana.

Toxicidad hematolégica.

Todos los parametros analizados en el hemogranmagdiebina, neutrofilos,
linfocitos y plaquetas, decrecieron durante elatraénto de manera significativa
(P<0,001) (Tabla 17), aunque ningun paciente tuue opterrumpir el tratamiento

debido a la toxicidad.
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Tabla 17. Parametros hematologicos: valor basatalor nadir.

Valor basal Valor nadir
mediana (rango) mediana (rango) p-value
Hemoglobina (g/L) 113 (98-127) 111 (96-121) <0,001
Neutréfilos (x18/L) 3,8 (2,6-5,3) 2,0 (1,2-3,4) <0,001
Linfocitos (x1G/L) 1,1 (0,7-1,5) 0,9 (0,6-1,3) <0,001
Plaquetas (x1L) 177 (136-247) 154 (115-231) <0,001

Durante el tratamiento, ocurrié una disminuciénatienenos dos grados en la
escala CTCAE (Tabla 3) en 27 episodios (31,0%R®®episodios (28,7%) se detectd
neutropenia, en 2 (2,3%) linfopenia, en 1 (1,1%naia y en 1 (1,1%) trombocitopenia.
El valor nadir fue detectado en una mediana de tiempo de 22(#%a81) para la
neutropenia, 17 dias para la anemia y la trombapgii dias (2-7) para la linfopenia.
La mediana de tiempo de recuperacién de los valoesle 48 dias para anemia, 11
dias (7-23) para neutropenia, seis dias (1-11) pafapenia y 4 dias para

trombocitopenia.

Infeccion y neutropenia grave.

En 19 episodios de tratamiento (21,8%) ocurridé nogenia grave <1000
células/ul) asociada al tratamiento con valganeiclo No hubo diferencias
significativas en la carga viral pico entre losipates que desarrollaron neutropenia
grave y los que no, 6618 Ul/ml (4948-142%4) 6427 Ul/ml (3340-10020), P=0,51;
respectivamente. Los pacientes que desarrollaromtrapenia grave recibieron
tratamiento durante una mediana de 6 dias mas ctespe los que no tuvieron

neutropenia grave, 28 dias (21-38) 22 dias (16-36), P=0,457; respectivamente. La
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duracién de la neutropenia grave fue de 3 diasrmmen 7 casos (36,8%), entre 4y 7
dias en 6 casos (31,5%) y de mas de 7 dias estelde los episodios (31,5%). En siete
episodios (8%) la cifra de neutrofilos fue inferergual a 500 células/pl. En un 18,4%
de los casos los pacientes requirieron factor esdime de colonias granulociticas y en
un 12,6% la infeccion por CMV prolongo la hospiation (Tabla 16).

La incidencia de infecciones diferentes a CMV hakaresolucion de
neutropenia o hasta 15 dias tras finalizar elrnragato fue de 2 casos (10,5%) en los 19
pacientes con neutropenia grave y de 10 (14,7%)oen68 que no desarrollaron
neutropenia grave, P=0,93. Se diagnosticaron ual ¢ cuatro pielonefritis, tres
infecciones de tracto urinario, dos infeccioneshddda quirdrgica, una infeccion de
piel y partes blandas, una bacteriemia y una brtisq&n todos los casos fueron de
etiologia bacteriana. En la mitad de los paciet@8<) la infeccion fue concomitante al
diagndstico de la infeccion por CMV. Un pacienteyawuna infeccion de herida
quirurgica en el dia 12 de tratamiento, el resilmca enfermos, fueron diagnosticados
de una infeccién a partir de los 20 dias de traatoi(mediana 25, rango 20-60) (Tabla

18).
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Tabla 18. Etiologia de las infecciones bacteriamaiincion de la presencia de neutropenia.

Tipo de Infeccion Dias tras inicio de tratamientoDuracion tratamiento Evolucion
PMN (<1000 cél/ ul)
Escherichia coli Herida quirdrgica 12 15 Cura
Escherichia coli Pielonefritis 20 19 Cura
PMN (>1000 cél/ pl)
E. coli/ Klebsiella pneumoniae Pielonefritis 25 31 Cura
Escherichia coli Herida quirdrgica 1 10 Exitus
Klebsiella pneumoniae Pielonefritis 1 15 Cura
Haemophilus influenzae Bronquitis 60 60 Cura
Enterococcus faecium Cistitis 24 27 Cura
Escherichia coli Pielonefritis 2 28 Cura
Proteus mirabilis Cistitis 1 9 Cura
Klebsiella pneumoniae Cistitis 33 33 Cura
Staphylococcus aureus Bacteriemia 3 52 Cura
Acinetobacter baumannii Piel/ Partes blandas 2 7 Cura

PMN: polimorfonucleares.
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La duraciéon del tratamiento anticipado no fue @ifée en los pacientes que
desarrollaron infeccion respecto a los que no tamiénfeccion: 23 dias (11-3%k. 24
dias (18-36), P=0,576; respectivamente.

Los factores de riesgo independientemente asociamlosdesarrollo de
neutropenia grave fueron el trasplante hepaticoatmlo como comparador el trasplante
renal (OR: 6,721; 1C95%: 1,531-29,517), el tiempmsdk el trasplante (OR: 1,016;
IC95%: 1,001-1,031). La duracion del tratamiento as®ci0 a la presencia de
neutropenia con una P=0,07 (OR: 1,039; IC95%: 0Q084) (Tabla 19). Haber
recibido altas dosis de mofetil micofenolatel Q00 mg/dia), la carga viral pico o la
serologia CMV discordante no se asociaron con &i@pn de neutropenia grave en

relacion al tratamiento con valganciclovir.
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Tabla 19. Factores de riesgo para el desarrollted&openia grave<(1000 células/pl). Regresion logistica multivarant

Toxicidadvs. no toxicidad
19vs.68

Odds ratio (1C95%)

p-value

SerostatusMV-negativo, N (%)
Organo Trasplantado, N (%)

Rifon

Higado

Corazon
Tiempo postrasplante, dias, media (£ DS)
Duracion tratamiento, dias, mediana (rango)
Mofetil micofenolato £1000mg/24h), N (%)

2 (10,5)s.15 (22,1)

7 (36,8)vs.37 (54,4)
11 (57,9)vs.22 (32,4)

1 (5,3)vs.9 (13,2)
84,8 @)58.69,0 (£38,8)
283@)s. 22 (16-36)

15 (78,9%5.58 (85,3)

0,338 (0,065-1,756)

1

6,721 (1,531-29,517)

1,558 (0,133-18,198)
1,016 (1,001-1,031)
1,039 (0,996-1,084)
0,933 (0,191-4,560)

0,197
0,032

0,012

0,724
0,032
0,079
0,932

DS: Desviacion estandar.
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PARTE V. DISCUSION DE LOS RESULTADOS Y CONCLUSIONES
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DISCUSION

La infeccibn por CMV continla siendo una de lasngpales causas de
mortalidad y morbilidad tras el trasplante. La &stgia de tratamiento anticipado de la
infeccidn por CMV presenta varias ventajas sobngrddilaxis universal destacando la
administracion de tratamiento antivirico exclusieste tras la deteccion de carga viral,
evitando asi tratamientos innecesarios y la toattichsociada a estos farmacos.
Ademas, se ha propuesto que la estrategia de testtmnanticipado podria facilitar la
adquisicion de respuesta inmune especifica deasglufrente a CMV (84,128). A pesar
de ello, las guias de tratamiento actuales recatarenna estrategia mas conservadora
para la infeccion por CMV en receptores de tragplde 6érgano solido de alto riesgo de
infeccidbn por CMV como la administracion de profik universal durante los 100
primeros dias tras el trasplante (60), proponiesrd@lgunos estudios la extension del
periodo profilactico a 6 meses tras el traspla®®3. (

En la presente tesis hemos comprobado que el iettoanticipado es seguro y
eficaz en el receptor de trasplante de 6érganosdidalto y bajo riesgo de infeccion por
CMV. Ademas, ha sido posible establecer un umistnelarizado para el inicio del
tratamiento anticipado en el paciente de bajo oedg infeccion por CMV de 3983
Ul/ml. Los pacientes de alto riesgo no desarrofiagofermedad por CMV con cargas
virales inferiores a 1500 Ul/ml. No obstante, pgtee esta estrategia sea exitosa, es
necesario un cumplimiento estricto de las pautasm@mitorizacion establecidas,
especialmente en el paciente con alto riesgo gaeslun control virolégico semanal es
imprescindible para evitar de forma segura la eméglad por CMV. Ademas, la
infeccidn recurrente en estos pacientes es freeugrgn base a nuestros resultados, la

adquisicién de una respuesta inmune de célulapdcédia de CMV es el Unico factor
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que se asocia a una disminucion de la incidencentermedad recurrente por CMV y
en consecuencia, a una menor gravedad de la iafecci

Segun los datos de esta tesis, el tratamiento edgamnciclovir se asocia al
desarrollo de toxicidad hematoldgica, principalneeié neutropenia, que se presenta de
forma tardia, y cuya frecuencia se incrementa aidaegue se alarga la duracion del
tratamiento. Sin embargo, la neutropenia que oaldurante el tratamiento anticipado
siguiendo el esquema utilizado en esta tesis camtanizacion estrecha de la toxicidad,
ajuste de otros posibles farmacos mielotdéxicosysel cuando esta indicado, de factor
estimulante de colonias granulociticas, tiene upaicto clinico limitado puesto que no
se asocia a un mayor riesgo de infecciones bantes;j al contrario de lo que ocurre en
la neutropenia en pacientes oncohematoldgicos.

A continuacién, se discutiran por partes los reslds obtenidos en esta tesis

doctoral y las limitaciones que deberian ser tenefacuenta.

Determinacion, validacion y estandarizacion de unymto de corte determinado en
plasma para el inicio del tratamiento anticipado enel receptor de trasplante de
organo solido de bajo riesgo de infeccion por CMV.

La infeccidon por CMV en el receptor de trasplanée &llgano solido de bajo
riesgo, definido como pacientes con serologia gsptante CMV seropositiva (R+), ha
sido descrita por algunos autores como menos grageciada a cargas virales menos
elevadas respecto a la infeccion que ocurre era@kepte de alto riesgo (142). Sin
embargo, aunque estos pacientes requieren, de angereeral, tratamiento antivirico en
menor porcentaje, la incidencia de enfermedad pdY Go es para nada despreciable y
en algunas cohortes es incluso mayor que en gbtacee trasplante de érgano sélido

de alto riesgo de infeccion (45,101). De hechoierdemente, algunos autores han
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propuesto estratificar el riesgo de infeccion pdi\Cantes del trasplante segun el
paciente tenga o0 no respuesta inmune celular égpeitente a CMV detectable y se ha
analizado su posible funcion predictiva de riesgandieccion que podria complementar
a la determinacion serologica de IgG pretraspléifd). Sin embargo, la cronologia de
la respuesta inmune celular especifica frente a @\os pacientes de bajo riesgo no
ha sido establecida y la monitorizacidén de la resfauinmune no esta aun consensuada.
Si existe consenso por el contrario acerca de laitor@acion virolégica a traves de
pruebas cuantitativas de laboratorio que es ndaemaestos pacientes.

A finales de 2010 la Organizacion Mundial de lauS8atomercializé el primer
estandar internacional para pruebas cuantitatigagntplificacion de acidos nucleicos
para CMV. Hasta entonces habian sido propuestosredies umbrales no
estandarizados. Algunos autores, extrapolandotagd obtenidos con la técnica de
deteccion de antigenemia, con la que habia mayperincia clinica, propusieron
valores de 1000, 4000 y 10000 copias/ml como urebrglara iniciar tratamiento
anticipado en pacientes de alto, intermedio y Ib@ggo de infeccion por CMV como
valores correspondientes a 1-2, 10 y 50 célula§”2eh la prueba de antigenemia,
respectivamente (134). Otros autores definieronunnbral de 6300 copias/ml para
receptores de trasplante de 6rgano solido y de QL@Opias/ml para receptores de
trasplante de progenitores hematopoyéticos basadm @xperiencia clinica (66). Sin
embargo, en ninguno de estos estudios se relaotas valores de laboratorio con la
clinica que presentaban los pacientes. Ademas| pringer estudio se utilizé sangre
completa para la determinacion de la carga vieal ¢l segundo plasma. En una cohorte
de 23 receptores de trasplante de 6rgano sélidoadtores identificaron una mediana
de carga viral de 4703 copias/ml en aquellos pseseque requerian tratamiento y una

carga viral de 5000 copias/ml en pacientes con Goagones asociadas a CMV frente
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a 1160 copias/ml en pacientes asintomaticos (X@haret al. propusieron una carga
viral por debajo de 3615 copias/ml como “libre” silatomas y propusieron un rango
entre 2000 y 5000 copias/ml para el inicio delamaento anticipado (135). Sin
embargo, en ninguno de estos estudios los ressltagoon validados en una cohorte
externa.

Segun nuestros resultados, gracias a la dispatatildel estandar internacional
establecimos como umbral para el inicio de tratatoi@nticipado una carga viral de
3983 Ul/ml, con un valor predictivo negativo de 28, Este umbral fue validado en
una cohorte de 252 pacientes y puede ser extrdpotalmtros centros que hayan
estandarizado su técnica en el laboratorio.

Hay algunas limitaciones que merece la pena subr&yaprimer lugar, este
umbral ha sido determinado en receptores de trasplde O0rgano solido, con bajo
riesgo de infeccion por CMV y en muestras de plagoalo que no podemos afirmar
que sea util en otras condiciones. Sin embargmolsedad de estos resultados nos
impide compararlos con otros puntos de corte prstpseen la literatura debido a que
no estan disponibles en unidades internacionales.h&ho, Razonable y Hayden
recomiendan la realizacion de estudios de estaxteaisticas en éstos y otro tipo de
pacientes, como los pacientes con mayor riesgafdedion, en una revision publicada
recientemente sobre los diferentes métodos diagnédde la infeccion por CMV en el
gue hacen un especial énfasis en los métodos nmesy(58). En esta revision en la
gue se evalta la utilidad clinica de cuantificar clarga viral en el prondstico,
prevencion, diagndstico y tratamiento de la inféagor CMV, se enfatiza también que
aunque existe una evidencia solida sobre la caréglade la viremia de CMV vy los
sintomas del paciente, no es una prueba de diagmddiscriminativa. Hay casos

descritos, principalmente de enfermedad digestMa @MV, en los que el paciente
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presenta carga viral indetectable al diagnésticerdermedad (59,158,159). De hecho,
en el presente estudio un paciente de la cohorteali@gacion fue diagnosticado de
gastritis con confirmacion histoldgica siendo laRP@e CMV negativa. Sin embargo,
aungue estos casos parecen minoritarios con eldeséa PCR en lugar de la
antigenemia, en pacientes con sintomas gastromalest y sospecha clinica debe
realizarse un estudio histolégico a pesar de qiCIR de CMV sea negativa, ya que se
han descrito casos de enfermedad localizada endalvirus puede ser aclarado en
sangre y permanecer aun en tejido. Algunos auteaesdescrito un aumento de la
incidencia de enfermedad grastrointestinal por CREIV los pacientes que reciben
mofetil micofenolato y formulan como hipdétesis umayor concentracion de acido
micofendlico en el sistema digestivo, donde es atiggto proveniente de circulacion
enterohepatica, facilitando la activacion de CMV,{%0). En la presente cohorte, la
incidencia de esta eventualidad es menor que as cthortes publicadas (161,162).
Por otro lado, los pacientes con respuesta inmehdac especifica frente a
CMV podrian ser capaces de aclarar la infecciérirseg ha determinado en algunos
estudios (144), siendo la enfermedad improbablestos pacientes. La ausencia de
datos de respuesta inmune en esta cohorte de fmsciers impide analizar si el punto

de corte podria ser diferente en pacientes cos eatacteristicas.

Tratamiento anticipado en pacientes de alto riesgdCarga viral y enfermedad por
CMV. Profilaxis secundaria, inmunidad celular espeffica frente a CMV y riesgo
de infeccion recurrente.

Establecer un punto de corte para el inicio delatngento anticipado en el
receptor de trasplante de érgano solido de alggeigara la infeccion por CMV es

complicado ya que la cinética viral es muy rapidas avances tecnoldgicos y del
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conocimiento que se estan produciendo actualmgntg, impacto de la respuesta
inmune celular especifica en el control de la iof@T por CMV, probablemente
permitan en un futuro proximo hacer guias de tregatm basadas en criterios
inmunologicos y virologicos que mejoren esta esgiat preventiva.

En el presente estudio, todas las infeccionesm#tioas que ocurrieron en los
pacientes estudiados fueron diagnosticadas comasaritples superiores a 1500 Ul/ml,
tres fueron infecciones primarias y dos recurrentasadquisicion de respuesta inmune
celular especifica frente a CMV fue el Gnico fagwotector para la ocurrencia de
recurrencia, mientras que el uso de profilaxis séatia no evitd la infeccion
secundaria.

Hasta el momento no se ha establecido un puntoode para el inicio del
tratamiento anticipado en el paciente de alto dedga mayoria de los estudios
realizados en receptores de trasplante de Orgditm sfue han analizado este aspecto
han propuesto valores no estandarizados en un ertg® 1000 a 3000 copias/ml que
se basan en la mayoria de los casos en la exgarigmopia, o en estudios publicados
que no establecen diferencias segun el tipo delarse, el riesgo del paciente o el
organo trasplantado (84,136,138). En un estudidigadm que evalué una nueva
técnica de PCR en tiempo real frente a la antigenem 45 pacientes, entre los que
s6lo tres eran de alto riesgo (D+R-), una cargal \duperior a 2275 Ul/ml fue
discriminativo entre los pacientes que requirieiratamiento y aquellos que aclararon
la infeccidn sin tratamiento (163). Segun nuestessiltados, una carga viral inferior a
1500 Ul/ml se asocia a una infeccion “libre de aimis” siendo imprescindible una
estrecha monitorizacion del paciente para el cbdgda misma.

La cinética de replicacion de CMV, segun los reglds obtenidos por Atabani

et al. en una cohorte de pacientes receptores de trésplandrgano sélido (higado y
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riidn) que recibieron tratamiento anticipado, fugsmapida en el paciente de alto riesgo
respecto al de bajo riesgo (112,67 dias, P<0,001; respectivamente). Esto migmo s
observé en la primoinfeccion respecto a replicazsoposteriores (1,4%s. 2,10 dias,
P=0,017; respectivamente), y en pacientes de begga en el primer episodio de
replicacion respecto a episodios posteriores (2\Ms/ 2,82 dias, P=0,023;
respectivamente) (138). En la presente cohorteubo kiferencia en cuanto a la carga
viral, la duracion de la viremia o el aclaramiedi® misma comparando episodios de
infeccidn primariavs. recurrente. En el analisis bivariante de los f@sale riesgo para
el desarrollo de recurrencia encontramos que e piéximo de carga viral no se
relaciono estadisticamente con la recidiva. Otragoras encontraron resultados
similares (40). Tampoco hubo asociacion estadisgode significativa entre la
duracién de la viremia y la ocurrencia de recuni@nEn el andlisis bivariante, la
duracién del tratamiento si fue mayor en los pdegeion episodios de recurrencia
respecto a los pacientes sin recurrencia. Sin egaba&n el analisis multivariante, la
Gnica variable que se asoci0 estadisticamente deemmasignificativa como factor
protector del riesgo de recurrencia fue la adqguiside la respuesta inmune.

Segun los resultados de esta tesis, la inmunidathcespecifica de células T
fue protectora de la recidiva de la infeccion pdi\C El 80% de los pacientes que
tuvieron una infeccion recurrente carecian de espunmune celular especifica frente
a CMV, respecto al 20% de aquellos que recurreiendo respuesta positiva. En un
estudio de cohortes de 21 pacientes, la incidaheimfeccion por CMV se asocio de
forma inversa con la adquisicion de la respuestauire (regresién lineaf=0,781
correlacion Pearson=-0.,883; P=0,001) y ésta saciegl6 con un aclaramiento
espontaneo de la infeccion (128). Algunos autoagsdeterminado la respuesta inmune

especifica frente a CMV mediante la cuantificaciteninterferény antes y/o después
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del trasplante, y han analizado su posible fungdedictiva del riesgo de infeccion
postrasplante. En un estudio de 124 pacientesesuitado positivo de la inmunidad
medida por quantiferon se asoci0 a una menor incidede infeccion por CMV
respecto a los que obtuvieron un resultado negativaleterminado (6,4%s. 22,2%
vs. 58,3%; P<0.001, respectivamente) (143). Hallazjoslares han sido publicados
por otros autores (127,144). Sin embargo, en wdestlevado a cabo en 44 pacientes
que recibieron profilaxis universal, la produccida interferony por células CD4+ y
CD8+ especifica tras la estimulacion por CMV no retacioné con la posterior
ocurrencia de viremia. Otros estudios observaran lguproduccion de interferon era
una consecuencia posterior a la viremia, por loppgtulan que no podria ser utilizado
como “predictor” de algo que ocurre después (146;166). En nuestra cohorte, en los
18 episodios de replicacion viral ocurridos despdéslos primeros 90 dias tras el
trasplante, en los que los pacientes ya habianiratigua inmunidad celular, la
infeccion fue aclarada sin necesidad de tratamianti@irico.

Tan solo los pacientes con trasplante renal realizarofilaxis secundaria en
nuestro estudio, por lo que el andlisis de la misméda circunscrito a este grupo de
pacientes. La profilaxis secundaria tras el tragamoi anticipado se recomienda en los
documentos de consenso en determinados pacieniesl dm de evitar la infeccion
recurrente (118,146). Sin embargo, la evidenciguense basa esta recomendacion es
pobre (CII). En un estudio retrospectivo en el gaeevaluaron 62 receptores de rifidn,
de los que 34 pacientes recibieron profilaxis sdatia a criterio del personal clinico
entre dos y cuatro semanas tras recibir seis mdeegprofilaxis universal con
valganciclovir, la incidencia de recurrencia no filiéerente en los que rebieron la
profilaxis secundaria y los que no la recibieroN$®p (104). En otro estudio en el que

se evaluaron los factores del riesgo de recurresrti26 receptores de trasplante de
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organo soélido con enfermedad gastrointestinal pMVC de los que 10 (38%)
recibieron profilaxis secundaria, ésta tampoco gusectora de recidiva (59). En la
presente tesis, la profilaxis secundaria no apbetdeficios en el prondstico de estos
pacientes. Ni la incidencia ni la duracion de Ipsedios de recurrencia fueron menores
en los receptores de trasplante renal que recibjerafilaxis secundaria respecto a los
que no.
Aunque no hubo diferencias en cuanto a las cafstitexs basales, ni en los episodios
de infeccion por CMV en aquellos pacientes quebianiprofilaxis secundaria y los que
no, se realizé un estudio multivariante para deéaceaf efecto en esta relacion por otras
variables confusoras. Sin embargo, ajustando eletoochultivariante con todas las
variables relacionadas con la recidiva y aquellas ge consideraron clinicamente
relevantes, la profilaxis secundaria tampoco saci@hd con la presencia de recidiva.
La duracién de la profilaxis no se asocié ni comietgo de recurrencia (P=0,400) ni
con el tiempo hasta la misma (P=0,229), aunquelnirmgaciente desarrollo infeccion
durante el tratamiento profilactico. Tampoco ningiatiente tuvo que interrumpir la
profilaxis debido a toxicidad hematoldgica, ni ningotro efecto adverso en relacion al
tratamiento antivirico. En un estudio aleatorizagiee incluyéo 321 receptores de
trasplante de 6rgano sodlido, el Unico factor indepente protector de recurrencia fue la
erradicacion viral al dia 21 postratamiento (16Eh esta tesis, el Unico factor
independiente relacionado con la recurrencia fu@ausencia de inmunidad celular
especifica frente a CMV.

Las limitaciones de estos resultados son las sitegse En primer lugar, estos
resultados no pueden ser extrapolables a paciaesregimenes diferentes de
inmunosupresion o a pacientes que reciben timotildbucomo tratamiento de

induccion, ya que estos pacientes no fueron inotuydno disponemos de datos en estas
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circunstancias. En segundo lugar, la ausencia f@eedcias entre las caracteristicas
descriptivas de los episodios de infeccion primgniacurrente podria modificarse si se
aumentase el tamafio de la muestra, y por Ultim@aeicter no aleatorizado de la
muestra, siendo el personal clinico responsabterdar la decision de instaurar o no la
profilaxis secundaria, hace que pudiese haberetitéas entre los pacientes a los que se
les indica o no la profilaxis secundaria, si biehanalisis multivariante descarta el
papel que éstas diferencias podrian tener sobapdecion de recidiva. Asi pues, la
profilaxis secundaria no redujo el riesgo de reeiden pacientes con trasplante de
organo sélido de alto riesgo. No obstante, songaemes estudios con mayor tamafo

muestral y ensayos clinicos aleatorizados, querocoer estos resultados.

Impacto clinico de la neutropenia relacionada conldratamiento anticipado con
valganciclovir en los receptores de trasplante degano solido.

Segun los resultados obtenidos en este estudi@ni@urel tratamiento con
valganciclovir hubo un descenso significativo edow los parametros del hemograma,
siendo la neutropenia la alteracion hematologica fregcuente. Su aparicion fue tardia
y la incidencia fue mayor en los pacientes quebren ciclos de tratamiento mas
largos. Sin embargo, la neutropenia no fue un fat#aiesgo para el desarrollo de otras
infecciones diferentes a CMV, y ningln pacienteotupie abandonar el tratamiento
debido a toxicidad hematoldgica.

La toxicidad hematolégica producida durante la ifaef universal con
valganciclovir se ha relacionado con la dosis addia en algunos estudios (151,168).
En un estudio realizado en 70 pacientes (53 de ieggo y 17 de alto riesgo) que
recibian profilaxis universal, una dosis de 450 ahglia resulté ser eficaz y segura,

siendo la incidencia de neutropenia menor que s &eries publicadas (112), y los
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costes mas reducidos que con las dosis estandbbsd$. En un metanalisis que
comparaba la efectividad de la profilaxis con dadgs 900mgvs. 450 mg al dia,
encontraron un descenso de 3 puntos en el riesgeudepenia cuando se utilizaban
dosis de 450 mg al dia (168). Sin embargo, emadrriento anticipado de la infeccion
por CMV, segun la ficha técnica del producto, laidoecomendada es de 900 mg dos
veces al dia, no existiendo evidencias que apogegfitacia de dosis menores que
podrian ademas promover el desarrollo de resistend69), o dosis mayores que
podrian dar lugar a efectos toxicos (170), siersda k& dosis recomendada en las guias
de consenso para el tratamiento de la infecciorCpav (60,118).

La relacion entre la duracion del tratamiento ydekarrollo de toxicidad
hematolégica ha sido también analizada durantedfigxis universal (88,148). En el
estudio IMPACT en el que 320 pacientes receptoedsagplante renal de alto riesgo de
infeccion (R-D+) fueron aleatorizados a recibir 280100 dias de profilaxis universal,
la incidencia de leucopenia fue del 38% y del 26@&spectivamente (88). En un
subgrupo de estos pacientes (N=120), se realizéubestudio farmacocinético, y la
exposicion a ganciclovir durante la profilaxis s@relacion6é con una tendencia al
aumento de leucopenia, aunque no fue una asociasiaisticamente significativa
(149). Wiltshireet al. en un estudio farmacodinamico aleatorizado domaeparaban
valganciclovir y ganciclovir oral encontraron uncriemento de neutropenia y
leucopenia ante una mayor exposicion sistémicaneigavir (111).

Algunos autores han comparado la ocurrencia detevdrematoldgicos segun
la estrategia preventiva utilizada. En una revisgstematica que comparaba el
tratamiento anticipado con la profilaxis univerdal,leucopenia fue menos frecuente
durante el tratamiento anticipado (6 estudios, p@%icipantes: RR 0,42, IC 95% 0,20-

0,90) (106). En un metanalisis publicado recientgmeen el que se evaluaron 20
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estudios (2744 pacientes) para el analisis dirgc20 estudios (2544) para el analisis
indirecto de la eficacia y seguridad de ambas tegjfies, la leucopenia (OR: 1,97,
IC95%: 1,39-2,79; P=0,001) y la neutropenia (OR72JC95%: 1,13-3,78; P=0,018)

fueron mas frecuentes durante la profilaxis unalergue durante el tratamiento
anticipado. En este metandlisis determinaron tamiaeocurrencia de infecciones
diferentes a CMV segun la estrategia utilizada y eacontraron diferencias

significativas en la incidencia segun esta varigblg.

Con el tratamiento anticipado, la informacion esyn@gcasa en cuanto a la
relacion entre la duracion del tratamiento y laidiobad hematoldgica que ocasiona.
Algunos estudios, aunque de tamafio muestral muycida, han analizado este
aspecto. Diaz-Pedrocle¢ al, en una cohorte prospectiva de 24 pacientes s&atvos
para CMV que recibieron una media de 17 dias dentianto anticipado, encontraron
que el 12,5% de los pacientes desarrollaron leugama un promedio de 10 dias tras el
inicio del tratamiento con valganciclovir (171). Hn ensayo clinico prospectivo de 21
receptores de trasplante de 6rgano solido queieeaibciclos de 21 dias de tratamiento
anticipado, cinco dias con ganciclovir intravenosaol6 dias con valganciclovir,
identificaron 38% episodios de anemia, 19% de lpec@, 9,5% de neutropenia y
4,8% de pancitopenia. Solo un paciente necesifdesder el tratamiento el dia 15 tras
el inicio debido a pancitopenia (172). En nuesstudio, en el que se evaluaron 67
pacientes y un total de 87 episodios, ningun pé&eiercesitd suspender tratamiento
debido a toxicidad pese a que en casi en un teeilms pacientes ocurrié toxicidad
hematoldgica, siendo la neutropenia la mas freeyanie fue grave en uno de cada
cinco episodios tratados.

En los pacientes con enfermedad oncohematologacaneutropenia puede

incrementar el riesgo de desarrollar otras infewsoviricas, bacterianas o fangicas
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(155). En un estudio retrospectivo en receptoredragplante renal en el que la
incidencia de neutropenia fue del 28%, no se rmeftacicon el tratamiento con
valganciclovir/ ganciclovir. Sin embargo, observamque los pacientes neutropénicos
experimentaron mas infecciones bacterianas quadoseutropénicos (43%s. 32%;
p=0,04), y el grado de neutropenia se relacionoetaiesgo global de infeccion (173).
En un metanalisis en el que se estudio la incidedeiinfecciones segun la estrategia
preventiva, profilaxis universal y tratamiento aigtado, no se encontraron diferencias
significativas al comparar la incidencia de infecgs por: herpes simple (3 estudios,
191 pacientes; OR: 0,50 1C95% 0,18-1,34; P=0,16aMicela zoster (2 estudios, 117
pacientes; OR: 0,32 1C95% 0,03-3,21; P=0,336),soinéecciones virales (4 estudios,
370 pacientes; OR: 0,61 IC95% 0,31-1,22; P=0,1&@gcciones bacterianas (5
estudios 468 pacientes; OR: 0,97 1C95% 0,60-1,59;9.5) o infecciones fungicas (4
estudios, 370 pacientes; OR: 0,74 IC95% 0,14-320,724) (54).

Hasta el momento, a pesar de que la neutropem@nsgdera un factor limitante
para el tratamiento con valganciclovir, no hay amgstudio que haya determinado el
impacto clinico de la neutropenia inducida ponaritios en el receptor de trasplante de
organo solido. En el presente estudio la incidedeianfecciones diferentes a CMV fue
del 13,8%, y todas fueron de etiologia bacteridfra.relacion a la neutropenia, la
incidencia de infeccion en los pacientes con neetnia grave no fue diferente de la de
pacientes no neutropénicos, resolviéndose en todosasos favorablemente. No hubo
tampoco relacion significativa entre la duracion tlatamiento anticipado y la
incidencia de infeccion diferente a CMV (P=0,578)n embargo, es posible que el
estrecho seguimiento de los pacientes o el usoad®rf estimulante de colonias
granulociticas puedan haber contribuido a minimilzarincidencia de infecciones

consecuentes a la neutropenia en esta cohorte.
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Las alteraciones hematologicas en el receptoradplante pueden ser también
secundarias al tratamiento inmunosupresor. En tuidiesretrospectivo en receptores de
trasplante renal realizado por Zafraial, el Unico factor estadisticamente asociado al
desarrollo de neutropenia fue el tratamiento inmsupcesor, concretamente la
combinacion tacrolimus y mofetil micofenolato (17Bn el presente estudio, no hubo
asociacion entre el tratamiento inmunosupresorigdalencia de neutropenia, si bien,
la mayoria de los pacientes recibian tratamiento ewfetii micofenolato en el
momento de ser instaurado el tratamiento antiyimm pudiendo analizar el impacto
que este factor tiene en el desarrollo de neutiapen el paciente tratado con
valganciclovir. Fortanet al. en una cohorte de 1398 receptores de trasplan#d, re
excluyendo el tratamiento usado para el rechazoemumntraron relacion entre el
régimen inmunosupresor y el desarrollo de infeasdidngicas, viricas o bacterianas, si
bien, al igual que en nuestro estudio, la mayodalod pacientes (83,2%) recibian
mofetil micofenolato no siendo posible evaluar alenfa correcta este factor (174).

En el andlisis multivariante de los factores degteasociados al desarrollo de
neutropenia grave, el receptor de trasplante repatisulté tener un riesgo 6,7 veces
mayor de desarrollar neutropenia grave que el tecee trasplante renal. Este efecto
podria estar mediado por la presencia de hipergspie, frecuente en este tipo de
pacientes trasplantados. Otros factores asociddtesarrollo de neutropenia fueron el
tiempo postrasplante y la duracién del tratamiento.

Hasta la fecha, la duracién o6ptima del tratamieatdicipado no ha sido
establecida firmemente. Algunos autores han recdatsnextender el tratamiento, al
menos, durante una semana mas tras obtener utadesnkgativo en el test de la carga
viral (78). Otros autores, han recomendado detehdratamiento tras un resultado

negativo en el paciente de bajo riesgo y prolonganl el paciente de alto riesgo hasta
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obtener dos resultados negativos consecutivos [(&2§luracion del tratamiento se ha
asociado en algunos estudios con la ocurrenci@dearencia de infeccion por CMV.
Algunos autores han sugerido que episodios masscde tratamiento se relacionan con
una mayor frecuencia de recurrencia (175,176). &mbargo, en un estudio
recientemente publicado por Patkal en pacientes receptores de rifidn con bajo riesgo
de infeccion por CMV en el que compararon suspeabiratamiento tras obtener una
(38 pacientes) o dos (14 pacientes) cargas virggativas observaron que la incidencia
de recurrencia no fue diferente en los dos grupmsacientes y que ésta no se
relaciond con la duracién del tratamiento, por lee gos autores recomendaron
suspender el tratamiento antivirico tras una prameremia negativa (177). Nuestros
resultados apoyan esta recomendacion, ya que ldenwa de recurrencia no se
relaciond con la duracién del tratamiento. Ademisiiendo en cuenta que la
neutropenia grave se alcanza de media en la teseanana de tratamiento, y ante la
ausencia de evidencias de que tratamientos masslargjoren el prondstico o reduzcan
el riesgo de que la infeccion por CMV recurra, td&iamos que podria recomendarse
suspender el tratamiento tras un primer resultag@ativo de carga viral, especialmente
en pacientes donde concurren otros factores dgorieara el desarrollo de toxicidad
hematoldgica como es el caso de los receptoraasj@dnte hepatico.

Varias limitaciones deben ser tenidas en cuentarigmer lugar, la contribucion
al desarrollo de toxicidad de mofetil micofenolat ha sido analizada ya que el 97%
de los pacientes recibian este farmaco como tratdminmunosupresor. No obstante,
la dosis de mofetil micofenolato y su relacion ¢anoxicidad si se analizaron y no se
encontraron evidencias de que se asociasen las altas del farmaco con una mayor

incidencia de neutropenia. Por ultimo, la enfermdei@asiva por CMVper sepuede
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ocasionar también neutropenia, por lo tanto, delasiones de este estudio sélo serian

aplicables a los pacientes con infeccion asintaragior CMV.
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En resumen, en la presente tesis demostramos duetaghiento anticipado es
seguro y eficaz en el receptor de trasplante dandrgolido de alto y bajo riesgo de
infeccion por CMV. En el paciente de bajo riesgmiar el tratamiento anticipado a
partir de cargas virales superiores a 3983 Ul/nslegiro mientras que en el paciente de
alto riesgo solo los pacientes con cargas viraiésriores a 1500 Ul/ml estuvieron
“libres” de enfermedad por CMV. No obstante, pana gsta estrategia sea exitosa, es
necesario un cumplimiento estricto de las pautasmaaitorizacion establecidas,
especialmente en el paciente de alto riesgo dedidie por CMV en el que un control
virolégico semanal es imprescindible para evitauda forma segura la enfermedad por
CMV. En el paciente de alto riesgo, la adquisicid® respuesta inmune celular
especifica frente a CMV fue el Unico factor queasecid a una disminucion de la
incidencia de enfermedad recurrente por CMV.

Segun los datos de esta tesis, el tratamiento etganciclovir se asocio al
desarrollo de toxicidad hematoldgica, principalneetie neutropenia, que se presentaba
de forma tardia, y cuya frecuencia se incremerdabadida que se alargaba la duraciéon
del tratamiento. Podriamos disminuir el riesgo @eitropenia sin comprometer la
evolucion clinica del paciente adaptando el tiempdratamiento a la duracion de la
viremia, especialmente en aquellos pacientes emjuesconcurren varios factores de
riesgo que pueden agravar esta situacion. Aunquredé&openia fue frecuente no se
asocio a un aumento de infecciones.

Los resultados de los estudios que componen esfa @stan limitados
principalmente por ser unicéntrico y no aleatorizgubr lo que todos estos resultados

seria necesario confirmarlos en ensayos clini@@izados y multicéntricos.
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CONCLUSIONES

1. El punto corte Optimo definido para el inicio deatamiento anticipado de la
infeccidn por CMV en el receptor de trasplante dgado sélido de bajo riesgo de

infeccidén corresponde a 3983 Ul/ml.

2. El tratamiento anticipado es seguro en el pacidetalto riesgo de infeccion por
CMV, con desarrollo de sintomas de infeccion paesuente con cargas virales
inferiores a 1500 Ul/ml. ElI cumplimiento de las f@mu de monitorizacion
establecidas debe ser estricto para que la estradegtratamiento anticipado sea

segura en estos pacientes.

3. Lainfeccion primaria que ocurre en el pacientaltke riesgo no muestra diferencias

relevantes en cuanto a pronostico y gravedad respda infeccion recurrente, por

lo que el manejo clinico de la infeccion debertaesenismo.

4. La infeccion recurrente por CMV es frecuente a pasal uso de profilaxis

secundaria.

5. La adquisicion de respuesta inmune especifica ldéasél frente a CMV se asocia

con una reduccioén de la incidencia de recurrencia.

6. La neutropenia es frecuente y tiene un desarralidid durante el tratamiento

anticipado con valganciclovir.
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7. En las condiciones en que se realizo esta tesigeld&ropenia grave asociada al
tratamiento anticipado con valganciclovir en elepgor de trasplante de organo
sélido no aumenta el riesgo de infecciones ni emgpkosupervivencia del injerto o

del paciente.

8. Tras la obtencion de un resultado negativo de ceirghse podria recomendar la
suspension del tratamiento, especialmente en fgasien los que concurren varios
factores de riesgo para el desarrollo de neutrapeamo en los receptores de

trasplante hepatico.

120



PARTE VI. BIBLIOGRAFIA

121



Bibliografia

1. Gandhi MK, Khanna R. Human cytomegalovirusnickl aspects, immune
regulation, and emerging treatments. Lancet Infast diciembre de 2004;4(12):725-
38.

2. Chee MS, Satchwell SC, Preddie E, Weston KMyrédla BG. Human
cytomegalovirus encodes three G protein-coupledptec homologues. Nature. 19 de
abril de 1990;344(6268):774-7.

3. Compton T, Nowlin DM, Cooper NR. Initiation dfuman cytomegalovirus
infection requires initial interaction with cell face heparan sulfate. Virology. abril de
1993;193(2):834-41.

4. Kari B, Gehrz R. A human cytomegalovirus glyadpin complex designated
gC-Il is a major heparin-binding component of thevedope. J Virol. marzo de
1992;66(3):1761-4.

5. Lopper M, Compton T. Coiled-coil domains in giproteins B and H are
involved in human cytomegalovirus membrane fusiah. Virol. agosto de
2004;78(15):8333-41.

6. Wang X, Huong S-M, Chiu ML, Raab-Traub N, Hud®®. Epidermal growth
factor receptor is a cellular receptor for humatomyegalovirus. Nature. 24 de julio de
2003;424(6947):456-61.

7. Wang X, Huang DY, Huong S-M, Huang E-S. Integdlphavbeta3 is a
coreceptor for human cytomegalovirus. Nat Med. mag@005;11(5):515-21.

8. Bold S, Ohlin M, Garten W, Radsak K. Structutamains involved in human
cytomegalovirus glycoprotein B-mediated cell-ceisibn. J Gen Virol. septiembre de
1996;77 ( Pt 9):2297-302.

9. Keay S, Baldwin B. Anti-idiotype antibodies thenimic gp86 of human
cytomegalovirus inhibit viral fusion but not attameént. J Virol. septiembre de
1991;65(9):5124-8.

10. Navarro D, Paz P, Tugizov S, Topp K, La VaiPéreira L. Glycoprotein B of
human cytomegalovirus promotes virion penetratida cells, transmission of infection
from cell to cell, and fusion of infected cells.rdiogy. noviembre de 1993;197(1):143-
58.

11.  Tugizov S, Navarro D, Paz P, Wang Y, QadRdreira L. Function of human
cytomegalovirus glycoprotein B: syncytium formationcells constitutively expressing
gB is blocked by virus-neutralizing antibodies. alagy. junio de 1994;201(2):263-76.
12. Compton T. Receptors and immune sensors:dimplex entry path of human
cytomegalovirus. Trends Cell Biol. enero de 2004t):5-8.

13. Stagno S, Dworsky ME, Torres J, Mesa T, HifslPrevalence and importance
of congenital cytomegalovirus infection in threeffelient populations. J Pediatr.
diciembre de 1982;101(6):897-900.

14. Burton, Watson. The Structure of the Humancétta: Implications for
Initiating and Defending Against Virus InfectionRev Med Virol. diciembre de
1997;7(4):219-28.

15. Stagno S, Pass RF, Dworsky ME, Alford CA Jratéinal cytomegalovirus
infection and perinatal transmission. Clin Obstetyn€&ol. septiembre de
1982;25(3):563-76.

16. Drew WL. Sexual transmission of CMV and itRtienship to Kaposi sarcoma
in homosexual men. Birth Defects Orig Artic Ser8420(1):121-9.

17. Coutinho RA, Wertheim-van Dillen P, Albrechdrv Lent P, Nagelkerke N,
Kuipers H, van Bentum-van Haagen A, etal. Infattimith cytomegalovirus in

122



homosexual men. Br J Vener Dis. agosto de 1984)&%g-52.

18. Collier AC, Meyers JD, Corey L, Murphy VL, Rais PL, Handsfield HH.
Cytomegalovirus infection in homosexual men. Relathip to sexual practices,
antibody to human immunodeficiency virus, and cedldiated immunity. Am J Med.
23 de marzo de 1987;82(3 Spec N0):593-601.

19. Ho M. Epidemiology of cytomegalovirus infect® Rev Infect Dis. octubre de
1990;12 Suppl 7:S701-710.

20. Bowden RA, Slichter SJ, Sayers M, Weisdorfdays M, Schoch G, etal. A
comparison of filtered leukocyte-reduced and cytgatevirus (CMV) seronegative
blood products for the prevention of transfusiosegsated CMV infection after marrow
transplant. Blood. 1 de noviembre de 1995;86(9)33593.

21. Ruutu P, Ruutu T, Volin L, Tukiainen P, Ukkan, Hovi T. Cytomegalovirus
is frequently isolated in bronchoalveolar lavageidi of bone marrow transplant
recipients without pneumonia. Ann Intern Med. 15ueo de 1990;112(12):913-6.

22.  Winston DJ. Prophylaxis and treatment of itikec in the bone marrow
transplant recipient. Curr Clin Top Infect Dis. B983:293-321.

23. Pollard RB. Cytomegalovirus infections in renaeart, heart-lung and liver
transplantation. Pediatr Infect Dis J. mayo de 1B&8Suppl):S97-102.

24. Akalin E, Sehgal V, Ames S, Hossain S, Daly Rarbara M, etal.
Cytomegalovirus disease in high-risk transplantipieats despite ganciclovir or
valganciclovir prophylaxis. Am J Transplant. juie 2003;3(6):731-5.

25. Clyde S. Crumpacker (2000). Cutomegalovirugandiell, Bennet and Dolin.
Principles and Practice of Infectious Diseases1@}8-1954), 8 edition. Philadelphia:
Churchill Livingstone.

26. De Ory Manchon F, Sanz Moreno JC, Castafiepad &, Ramirez Fernandez
R, Le6n Rega P, Pachdon del Amo |. [Cytomegalovisasoepidemiology in the
community of Madrid]. Rev Esp Salud Publica. febrde 2001;75(1):55-62.

27. De Ory F, Ramirez R, Garcia Comas L, Le6nagi&s MJ, Sanz JC. Is there a
change in cytomegalovirus seroepidemiology in Spaikur J Epidemiol.
2004;19(1):85-9.

28. Baquero-Artigao F, Grupo de estudio de la cofn congénita por
citomegalovirus de la Sociedad Espafiola de Infegtal Pediatrica. [Consensus
document from the Spanish Society of Paediatriedirdus Diseases (SEIP) on the
diagnosis and treatment of congenital cytomegalavinfection]. An Pediatr (Barc).
diciembre de 2009;71(6):535-47.

29.  Ariza-Heredia EJ, Nesher L, Chemaly RF. Cytgahevirus diseases after
hematopoietic stem cell transplantation: a minieev Cancer Lett. 1 de enero de
2014;342(1):1-8.

30. Rowshani AT, Bemelman FJ, van Leeuwen EMM, kem RAW, ten Berge
IJM. Clinical and immunologic aspects of cytomegales infection in solid organ
transplant recipients. Transplantation. 27 de febde 2005;79(4):381-6.

31. Baldanti F, Lilleri D, Gerna G. Monitoring ham cytomegalovirus infection in
transplant recipients. J Clin Virol. marzo de 2@083):237-41.

32. Razonable RR, Humar A, AST Infectious DiseaSesnmunity of Practice.
Cytomegalovirus in solid organ transplantation. AnTransplant. marzo de 2013;13
Suppl 4:93-106.

33. Razonable RR. Management strategies for cygatoerus infection and
disease in solid organ transplant recipients. infécs Clin North Am. junio de
2013;27(2):317-42.

34. Harvala H, Stewart C, Muller K, Burns S, Mardg MacGilchrist A, et al. High

123



risk of cytomegalovirus infection following solid rgan transplantation despite
prophylactic therapy. J Med Virol. mayo de 20135593-8.

35. Mendez-Eirin E, Paniagua-Martin MJ, MarzoaeRivR, Barge-Caballero E,
Grille-Cancela Z, Cafizares A, et al. Cumulativeidience of cytomegalovirus infection
and disease after heart transplantation in thedesade: effect of preemptive therapy.
Transplant Proc. noviembre de 2012;44(9):2660-2.

36. Hammond SP, Martin ST, Roberts K, Gabardi @&lisrigge AL, Camp PC,
et al. Cytomegalovirus disease in lung transplamatmpact of recipient seropositivity
and duration of antiviral prophylaxis. Transpl lcf®is. abril de 2013;15(2):163-70.

37. Kijpittayarit-Arthurs S, Eid AJ, Kremers WKge8ersen RA, Dierkhising RA,
Patel R, et al. Clinical features and outcomesetdyed-onset primary cytomegalovirus
disease in cardiac transplant recipients. J HearhgL Transplant. octubre de
2007;26(10):1019-24.

38. Arthurs SK, Eid AJ, Pedersen RA, Kremers WKsiG FG, Patel R, etal.
Delayed-onset primary cytomegalovirus disease &edrisk of allograft failure and
mortality after kidney transplantation. Clin Infddts. 15 de marzo de 2008;46(6):840-
6.

39. Sia 1G, Wilson JA, Groettum CM, Espy MJ, SmiffF, Paya CV.
Cytomegalovirus (CMV) DNA load predicts relapsinyI& infection after solid organ
transplantation. J Infect Dis. febrero de 2000;28¥(7-20.

40. Humar A, Kumar D, Boivin G, Caliendo AM. Cytegalovirus (CMV) virus
load kinetics to predict recurrent disease in sohgan transplant patients with CMV
disease. J Infect Dis. 15 de septiembre de 20086):8@9-33.

41. Evans PC, Soin A, Wreghitt TG, Taylor CJ, WidhG, Alexander GJ. An
association between cytomegalovirus infection armforic rejection after liver
transplantation. Transplantation. 15 de enero @®259(1):30-5.

42. Limaye AP, Bakthavatsalam R, Kim HW, Kuhr G&lldorson JB, Healey PJ,
et al. Late-onset cytomegalovirus disease in ltv@nsplant recipients despite antiviral
prophylaxis. Transplantation. 15 de noviembre da4218(9):1390-6.

43. Bosch W, Heckman MG, Diehl NN, Shalev JA, Fhapgpng S, Hellinger WC.
Association of cytomegalovirus infection and digeadth death and graft loss after
liver transplant in high-risk recipients. Am J Tsphant. octubre de 2011;11(10):2181-
9.

44, Razonable RR, Paya CV, Smith TF. Role of ti@idatory in diagnosis and
management of cytomegalovirus infection in hemaietpo stem cell and solid-organ
transplant recipients. J Clin Microbiol. marzo d®2;40(3):746-52.

45, Emery VC, Asher K, Sanjuan C de J. Importantethe cytomegalovirus
seropositive recipient as a contributor to disedaserden after solid organ
transplantation. J Clin Virol. junio de 2012;54@2)5-9.

46. Weigand K, Schnitzler P, Schmidt J, Chahoudsbtthardt D, Schemmer P,
et al. Cytomegalovirus infection after liver tratesgation incidence, risks, and benefits
of prophylaxis. Transplant Proc. septiembre de 24(7):2634-41.

47. Lumbreras C, Otero JR, Herrero JA, Gomez Radoain M, Aguado JM, et al.
Ganciclovir prophylaxis decreases frequency anerigvof cytomegalovirus disease in
seropositive liver transplant recipients treatedhwO©OKT3 monoclonal antibodies.
Antimicrob Agents Chemother. noviembre de 1993;3y.e490-2.

48. Portela D, Patel R, Larson-Keller JJ, lIstiid, Wiesner RH, Steers JL, et al.
OKT3 treatment for allograft rejection is a riskctiar for cytomegalovirus disease in
liver transplantation. J Infect Dis. abril de 19PE1(4):1014-8.

49. Asberg A, Jardine AG, Bignamini AA, Rollag Rescovitz MD, Gahlemann

124



CC, etal. Effects of the Intensity of Immunosumsiee Therapy on Outcome of
Treatment for CMV Disease in Organ Transplant Reaoiis. American Journal of
Transplantation. 10 de mayo de 2010;10:1881-8.

50. Bernabeu-Wittel M, Naranjo M, Cisneros JM, &ait, Gentil MA, Algarra G,
etal. Infections in renal transplant recipientscereing mycophenolate versus
azathioprine-based immunosuppression. Eur J Cliarddiol Infect Dis. marzo de
2002;21(3):173-80.

51. Brennan DC, Legendre C, Patel D, Mange K, Wdl#®, McCague K, et al.
Cytomegalovirus Incidence Between Everolimus Vemlygophenolate in De Novo
Renal Transplants: Pooled Analysis of Three Clini€aals. American Journal of
Transplantation. 2011;11(11):2453-62.

52. Hill JA, Hummel M, Starling RC, Kobashigawa,JRerrone SV, Arizén JM,
etal. A lower incidence of cytomegalovirus infectiin de novo heart transplant
recipients randomized to everolimus. Transplantaticl5 de diciembre de
2007;84(11):1436-42.

53. Fishman JA. Overview: cytomegalovirus and theerpesviruses in
transplantation. Am J Transplant. febrero de 203 $dppl 3:1-8; quiz 8.

54. Florescu DF, Qiu F, Schmidt CM, Kalil AC. ArBct and Indirect Comparison
Meta-analysis on the Efficacy of Cytomegalovirus\®ntive Strategies in Solid Organ
Transplantation. Clin Infect Dis. 2 de enero de£01

55. Cervera C, Lozano F, Saval N, Gimferrer |,fiksa A, Suarez B, etal. The
influence of innate immunity gene receptors polypmiems in renal transplant
infections. Transplantation. 15 de junio de 2007283 1493-500.

56. Kijpittayarit S, Eid AJ, Brown RA, Paya CV, Emable RR. Relationship
between Toll-like receptor 2 polymorphism and cyegmlovirus disease after liver
transplantation. Clin Infect Dis. 15 de mayo de2@@(10):1315-20.

57. Riley HD Jr. History of the cytomegalovirusouth Med J. febrero de
1997;90(2):184-90.

58. Razonable RR, Hayden RT. Clinical utility ofa¥ load in management of
cytomegalovirus infection after solid organ tramspation. Clin Microbiol Rev. octubre
de 2013;26(4):703-27.

59. Eid AJ, Arthurs SK, Deziel PJ, Wilhelm MP, Raable RR. Clinical Predictors
of Relapse after Treatment of Primary GastroimestiCytomegalovirus Disease in
Solid Organ Transplant Recipients. American JouwfalTransplantation. enero de
2010;10(1):157-61.

60. Kotton CN, Kumar D, Caliendo AM, Asberg A, @h&, Danziger-Isakov L,
etal. Updated international consensus guidelines the management of
cytomegalovirus in solid-organ transplantation. rB@antation. 27 de agosto de
2013;96(4):333-60.

61. Kotton CN, Kumar D, Caliendo AM, Asberg A, @h&, Snydman DR, et al.
International consensus guidelines on the managewfesytomegalovirus in solid
organ transplantation. Transplantation. 15 de aleri2010;89(7):779-95.

62. Jonjt S, Pau |, Poli¢c B, Crnkovt I, Lucin P, Koszinowski UH. Antibodies are
not essential for the resolution of primary cytomlegirus infection but limit
dissemination of recurrent virus. J Exp Med. 1 dgyonde 1994;179(5):1713-7.

63. Adler SP, Starr SE, Plotkin SA, Hempfling SBljis J, Manning ML, et al.
Immunity induced by primary human cytomegalovirugection protects against
secondary infection among women of childbearing. agieinfect Dis. enero de
1995;171(1):26-32.

64. Siadak MF, Kopecky K, Sullivan KM. Reductiom itransplant-related

125



complications in patients given intravenous immughabulin after allogeneic marrow
transplantation. Clin Exp Immunol. julio de 1994 .Suppl 1:53-7.

65. Lilleri D, Baldanti F, Gatti M, Rovida F, Dassa L, De Grazia S, etal.
Clinically-based determination of safe DNAemia dtitevels for preemptive therapy or
human cytomegalovirus infections in solid organ hathatopoietic stem cell transplant
recipients. J Med Virol. julio de 2004;73(3):412-8.

66. Kalpoe JS, Kroes ACM, de Jong MD, Schinketld,Brouwer CS, Beersma
MFC, et al. Validation of Clinical Application of yffomegalovirus Plasma DNA Load
Measurement and Definition of Treatment Criteria Agalysis of Correlation to
Antigen Detection. J Clin Microbiol. abril de 20@2{4):1498-504.

67. Sanghavi SK, Abu-Elmagd K, Keightley MC, Sto@ge K, Lewandowski K,
Boes SS, et al. Relationship of cytomegalovirusl lassessed by real-time PCR to pp65
antigenemia in organ transplant recipients. J €iiol. agosto de 2008;42(4):335-42.
68. Benmarzouk-Hidalgo OJ, Cordero E, Martin-PéfiaGarcia-Prado E, Gentil
MA, Gomez-Bravo MA, et al. Prevention of cytomegaitas disease using pre-emptive
treatment after solid organ transplant in patiemtshigh risk for cytomegalovirus
infection. Antivir Ther (Lond). 2009;14(5):641-7.

69. Kraft CS, Armstrong WS, Caliendo AM. Interpngt quantitative
cytomegalovirus DNA testing: understanding the tabmry perspective. Clin Infect
Dis. junio de 2012;54(12):1793-7.

70. Gracia-Ahufinger 1, Tormo N, Espigado |, Saa@, Urbano-Ispizua A, Clari
MA, et al. Differences in cytomegalovirus plasmaaliloads measured in allogeneic
hematopoietic stem cell transplant recipients udiwng commercial real-time PCR
assays. J Clin Virol. junio de 2010;48(2):142-6.

71. Garrigue |, Doussau A, Asselineau J, Bricou€CHuzi L, Rio C, et al. Prediction
of cytomegalovirus (CMV) plasma load from evaluatiof CMV whole-blood load in
samples from renal transplant recipients. J Clinrbhiol. febrero de 2008;46(2):493-8.
72. De la Torre-Cisneros J, Farifias MC, CasténAfgyado JM, Cantisan S,
Carratala J, et al. GESITRA-SEIMC/REIPI recommeiwtet for the management of
cytomegalovirus infection in solid-organ transplgatients. Enferm Infecc Microbiol
Clin. diciembre de 2011;29(10):735-58.

73. Pang XL, Fox JD, Fenton JM, Miller GG, CaliendM, Preiksaitis JK.
Interlaboratory comparison of cytomegalovirus vitehd assays. Am J Transplant.
febrero de 2009;9(2):258-68.

74. Goodrich JM, Mori M, Gleaves CA, Du Mond C,y8aM, Ebeling DF, et al.
Early treatment with ganciclovir to prevent cytorakyirus disease after allogeneic
bone marrow transplantation. N Engl J Med. 5 desthbre de 1991;325(23):1601-7.
75. Schmidt GM, Horak DA, Niland JC, Duncan SRyrkan SJ, Zaia JA. A
randomized, controlled trial of prophylactic ganewr for cytomegalovirus pulmonary
infection in recipients of allogeneic bone marromansplants; The City of Hope-
Stanford-Syntex CMV Study Group. N Engl J Med. Eladril de 1991;324(15):1005-
11.

76. Merigan TC, Renlund DG, Keay S, Bristow MRarges V, O’Connell JB, et al.
A controlled trial of ganciclovir to prevent cytogedovirus disease after heart
transplantation. N Engl J Med. 30 de abril de 1928(18):1182-6.

77.  Winston DJ, Wirin D, Shaked A, Busuttii RW. rRl@mised comparison of
ganciclovir and high-dose acyclovir for long-tergtamegalovirus prophylaxis in liver-
transplant recipients. Lancet. 8 de julio de 1996(8967):69-74.

78. Preiksaitis JK, Brennan DC, Fishman J, Allen Canadian Society of
Transplantation Consensus Workshop on CytomegalWtanagement in Solid Organ

126



Transplantation Final Report. American Journal ofanEplantation. febrero de
2005;5(2):218-27.

79. Humar A, Michaels M, on behalf of the AST IDovKing Group on Infectious
Disease Monitoring+. American Society of Transpioh Recommendations for
Screening, Monitoring and Reporting of Infectious ongplications in
Immunosuppression Trials in Recipients of Orgam$pdantation. American Journal of
Transplantation. febrero de 2006;6(2):262-74.

80. Kotton CN, Kumar D, Caliendo AM, Asberg A, @h&, Snydman DR, et al.
International consensus guidelines on the managewiecytomegalovirus in solid
organ transplantation. Transplantation. 15 de aleri2010;89(7):779-95.

81. Boillat Blanco N, Pascual M, Venetz J-P, N€Bir Meylan PR, Manuel O.
Impact of a preemptive strategy after 3 months aliganciclovir cytomegalovirus
prophylaxis in kidney transplant recipients. Trdagftion. 27 de enero de
2011;91(2):251-5.

82. Beam E, Razonable RR. Cytomegalovirus in salidan transplantation:
epidemiology, prevention, and treatment. Curr Ibfdeis Rep. diciembre de
2012;14(6):633-41.

83. Manuel O, Kralidis G, Mueller NJ, Hirsch HHaoni C, van Delden C, et al.
Impact of Antiviral Preventive Strategies on thecitdlence and Outcomes of
Cytomegalovirus Disease in Solid Organ Transplaetilents. American Journal of
Transplantation. 2013;13(9):2402-10.

84. Khoury JA, Storch GA, Bohl DL, Schuessler RMyyrence SM, Lockwood M,
et al. Prophylactic Versus Preemptive Oral Valgeowir for the Management of
Cytomegalovirus Infection in Adult Renal Transpl&ecipients. American Journal of
Transplantation. septiembre de 2006;6(9):2134-43.

85. Kliem V, Fricke L, Wollbrink T, Burg M, Radewmwher J, Rohde F.
Improvement in long-term renal graft survival duwe €MV prophylaxis with oral
ganciclovir: results of a randomized clinical triahm J Transplant. mayo de
2008;8(5):975-83.

86. Reischig T, Jindra P, Hes O, Svecova M, Klabdc Treska V. Valacyclovir
prophylaxis versus preemptive valganciclovir thgrap prevent cytomegalovirus
disease after renal transplantation. Am J Transpdsero de 2008;8(1):69-77.

87. Witzke O, Hauser IA, Bartels M, Wolf G, WokerH, Nitschke M.
Valganciclovir prophylaxis versus preemptive thgrapcytomegalovirus-positive renal
allograft recipients: 1-year results of a randomizénical trial. Transplantation. 15 de
enero de 2012;93(1):61-8.

88. Humar A, Lebranchu Y, Vincenti F, Blumberg BAynch JD, Limaye AP, et al.
The Efficacy and Safety of 200 Days Valganciclo@ytomegalovirus Prophylaxis in
High-Risk Kidney Transplant Recipients. Americaruid@l of Transplantation. mayo
de 2010;10:1228-37.

89. Kalil AC, Sun J, Florescu DF. IMPACT Trial Réts Should Not Change
Current Standard of Care of 100 Days for Cytomegale Prophylaxis. American
Journal of Transplantation. enero de 2011;11:18-21.

90. Da Cunha-Bang C, Iversen M, Mortensen SA, Rasen A, Sengelgv H,
Sgrensen SS, etal. Regarding: Humar et al. Thiedgff and Safety of 200 Days
Valganciclovir Cytomegalovirus Prophylaxis in Higtisk Kidney Transplant
Recipients. Am J Transplant 2010;10:1228-1237. AcaerJournal of Transplantation.
febrero de 2011;11:408-408.

91. Palmer SM, Limaye AP, Banks M, Gallup D, Chapnd, Lawrence EC, et al.
Extended valganciclovir prophylaxis to prevent coyemgalovirus after lung

127



transplantation: a randomized, controlled trial. nAmtern Med. 15 de junio de
2010;152(12):761-9.

92. Zamora MR, Nicolls MR, Hodges TN, Marquesemstor T, Grazia T, et al.
Following universal prophylaxis with intravenousngelovir and cytomegalovirus
immune globulin, valganciclovir is safe and effeetifor prevention of CMV infection
following lung transplantation. Am J Transplanttudire de 2004;4(10):1635-42.

93. Kalil AC, Levitsky J, Lyden E, Stoner J, Fedd AG. Meta-analysis: the
efficacy of strategies to prevent organ diseasecytpmegalovirus in solid organ
transplant recipients. Ann Intern Med. 20 de didieende 2005;143(12):870-80.

94. Small LN, Lau J, Snydman DR. Preventing poggo transplantation
cytomegalovirus disease with ganciclovir: a metahgis comparing prophylactic and
preemptive therapies. Clin Infect Dis. 1 de octulee2006;43(7):869-80.

95. Humar A, Mazzulli T, Moussa G, Razonable RRy&PCV, Pescovitz MD, et al.
Clinical Utility of Cytomegalovirus (CMV) Serologyesting in High-risk CMV D+/R-
Transplant Recipients. American Journal of Trangglgon. mayo de 2005;5(5):1065-
70.

96. Singh N, Wannstedt C, Keyes L, Mayher D, Tibkef L, Akoad M, et al.
Valganciclovir as preemptive therapy for cytomegales in cytomegalovirus-
seronegative liver transplant recipients of cytoategrus-seropositive donor
allografts. Liver Transpl. febrero de 2008;14(2p24

97. Martin-Davila P, Fortan J, Gutiérrez C, Md@#lda P, Candelas A, Honrubia A,
et al. Analysis of a quantitative PCR assay for CMection in liver transplant
recipients: an intent to find the optimal cut-ofalwe. J Clin Virol. junio de
2005;33(2):138-44.

98. Paudice N, Mehmetaj A, Zanazzi M, MoscarellPiperno R, Di Maria L, et al.
Preemptive therapy for the prevention of cytomegals disease in renal transplant
recipients: our preliminary experience. TranspRtdc. mayo de 2009;41(4):1204-6.
99. Casillo R, Grimaldi M, Ragone E, Maiello C, ivtea C, De Santo L, etal.
Efficacy and limitations of preemptive therapy anghicytomegalovirus infections in
heart transplant patients. Transplant Proc. akr2@d4;36(3):651-3.

100. Kim JM, Kim SJ, Joh J-W, Shin M, Kim EY, Modh et al. Preemptive therapy
in adult liver transplant recipients in CMV-endenacea. Transplant Proc. abril de
2010;42(3):825-9.

101. Sun H-Y, Cacciarelli TV, Wagener MM, Singh Rreemptive therapy for
cytomegalovirus based on real-time measurementiral Yoad in liver transplant
recipients. Transpl Immunol. agosto de 2010;2365:9.

102. Bodro M, Sabé N, Llado L, Baliellas C, NiubdéCastellote J, et al. Prophylaxis
versus preemptive therapy for cytomegalovirus digeim high-risk liver transplant
recipients. Liver Transpl. septiembre de 2012;18(%)3-9.

103. Couzi L, Helou S, Bachelet T, Martin S, Mard§ Morel D, et al. Preemptive
therapy versus valgancyclovir prophylaxis in cytgalevirus-positive kidney
transplant recipients receiving antithymocyte globunduction. Transplant Proc.
noviembre de 2012;44(9):2809-13.

104. Helantera |, Lautenschlager I, Koskinen Pe Tisk of cytomegalovirus
recurrence after kidney transplantation. Transplditiembre de 2011;24(12):1170-8.
105. Strippoli GF, Hodson EM, Jones CJ, Craig B@e-emptive treatment for
cytomegalovirus viraemia to prevent cytomegaloviisease in solid organ transplant
recipients. Cochrane Database Syst Rev. 2006;(D06I33.

106. Owers DS, Webster AC, Strippoli GFM, Kable Hodson EM. Pre-emptive
treatment for cytomegalovirus viraemia to preveytiomegalovirus disease in solid

128



organ transplant recipients. Cochrane DatabaseR&yst2013;2:CD005133.

107. Asberg A, Humar A, Rollag H, Jardine AG, Msu# Pescovitz MD, et al. Oral
valganciclovir is noninferior to intravenous ganowr for the treatment of
cytomegalovirus disease in solid organ transplaetiprents. Am J Transplant.
septiembre de 2007;7(9):2106-13.

108. Eid AJ, Razonable RR. New Developments in thM&anagement of
Cytomegalovirus Infection after Solid Organ Tramspation. Drugs. mayo de
2010;70:965-81.

109. Hodson EM, Jones CA, Webster AC, StrippoliMzBarclay PG, Kable K,
et al. Antiviral medications to prevent cytomegalos disease and early death in
recipients of solid-organ transplants: a systemegidew of randomised controlled
trials. Lancet. 18 de junio de 2005;365(9477):2165-

110. Wiltshire H, Hirankarn S, Farrell C, Paya R&scovitz MD, Humar A, et al.
Pharmacokinetic profile of ganciclovir after itsabadministration and from its prodrug,
valganciclovir, in solid organ transplant recipgent Clin Pharmacokinet.
2005;44(5):495-507.

111. Wiltshire H, Paya CV, Pescovitz MD, Humar Bominguez E, Washburn K,
et al. Pharmacodynamics of oral ganciclovir andj@aticlovir in solid organ transplant
recipients. Transplantation. 15 de junio de 2008;¥91477-83.

112. Paya C, Humar A, Dominguez E, Washburn Knitlarg E, Alexander B, et al.
Efficacy and safety of valganciclovir vs. oral gmhavir for prevention of
cytomegalovirus disease in solid organ transpleaqiprents. Am J Transplant. abril de
2004;4(4):611-20.

113. Kalil AC, Freifeld AG, Lyden ER, Stoner JA. aldanciclovir for
cytomegalovirus prevention in solid organ transplgatients: an evidence-based
reassessment of safety and efficacy. PLoS ONE.;2(®)%e5512.

114. Lopau K, Greser A, Wanner C. Efficacy ancesabf preemptive antiCMV
therapy with valganciclovir after kidney transplatmn. Clinical Transplantation. 1 de
enero de 2007;21(1):80-5.

115. Diaz-Pedroche C, Lumbreras C, San Juan Bué&ioh D, Andrés A, Delgado J,
et al. Valganciclovir preemptive therapy for theyention of cytomegalovirus disease
in high-risk seropositive solid-organ transplantipeents. Transplantation. 15 de julio
de 2006;82(1):30-5.

116. Len O, Gavalda J, Aguado JM, Borrell N, Caav€, Cisneros JM, et al.
Valganciclovir as treatment for cytomegalovirus edise in solid organ transplant
recipients. Clin Infect Dis. 1 de enero de 200813&0-7.

117. Hodson EM, Ladhani M, Webster AC, StrippolFNg Craig JC. Antiviral
medications for preventing cytomegalovirus disaasslid organ transplant recipients.
Cochrane Database Syst Rev. 2013;2:CD003774.

118. De la Torre-Cisneros J, Farinas MC, CastgnAgjuado JM, Cantisan S,
Carratalad J, et al. GESITRA-SEIMC/REIPI recommeiutest for the management of
cytomegalovirus infection in solid-organ transplgatients. Enferm Infecc Microbiol
Clin. diciembre de 2011;29(10):735-58.

119. Torres-Madriz G, Boucher HW. Immunocompromibests: perspectives in the
treatment and prophylaxis of cytomegalovirus diseas solid-organ transplant
recipients. Clin Infect Dis. 1 de septiembre de&00(5):702-11.

120. Sarmiento E, Rodriguez-Molina J, Mufioz P,n&edez-Yénez J, Palomo J,
Fogueda M, et al. Decreased levels of serum immlobatins as a risk factor for
infection after heart transplantation. TransplamicPnoviembre de 2005;37(9):4046-9.
121. Limaye AP, Corey L, Koelle DM, Davis CL, Bddc M. Emergence of

129



ganciclovir-resistant cytomegalovirus disease amorggipients of solid-organ
transplants. Lancet. 19 de agosto de 2000;356(S2E®P.

122. Gracia-Ahufinger |, Gutiérrez-Aroca J, Coaldf, Vidal E, Cantisan S, del
Castillo D, et al. Use of high-dose ganciclovir fime treatment of cytomegalovirus
replication in solid organ transplant patients wmlnciclovir resistance-inducing
mutations. Transplantation. 27 de abril de 20189%015-20.

123. Boivin G, Goyette N, Rollag H, Jardine AG,séavitz MD, Asberg A, et al.
Cytomegalovirus resistance in solid organ trangplacipients treated with intravenous
ganciclovir or oral valganciclovir. Antivir Ther @nd). 2009;14(5):697-704.

124. Couzi L, Helou S, Bachelet T, Moreau K, Mart, Morel D, et al. High
incidence of anticytomegalovirus drug resistanceorsgn D+R- kidney transplant
recipients receiving preemptive therapy. Am J Tpdanr®t. enero de 2012;12(1):202-9.
125. Stoelben S, Arns W, Renders L, Hummel J, Ké&ldhl A, Stangl M, et al.
Preemptive treatment of Cytomegalovirus infectiorkidney transplant recipients with
letermovir: results of a Phase 2a study. Trandpkimero de 2014;27(1):77-86.

126. La Rosa C, Diamond DJ. The immune responbkerman CMV. Future Virol. 1
de marzo de 2012;7(3):279-93.

127. Radha R, Jordan S, Puliyanda D, Bunnapr&jistetrosyan A, Amet N, et al.
Cellular immune responses to cytomegalovirus imalrdransplant recipients. Am J
Transplant. enero de 2005;5(1):110-7.

128. Benmarzouk-Hidalgo OJ, Cisneros JM, CordertM&tin-Pefia A, Sanchez B,
Martin-Gandul C, etal. Therapeutic effect of theguasition of cytomegalovirus-
specific immune response during preemptive treatmieansplantation. 27 de abril de
2011;91(8):927-33.

129. Sester M, Sester U, Gartner B, Heine G, GiMgdMueller-Lantzsch N, et al.
Levels of virus-specific CD4 T cells correlate witftomegalovirus control and predict
virus-induced disease after renal transplantatibransplantation. 15 de mayo de
2001;71(9):1287-94.

130. Abate D, Fiscon M, Saldan A, Cofano S, Men@olSgarabotto D, et al. Human
cytomegalovirus-specific T-cell immune reconstatiin preemptively treated heart
transplant recipients identifies subjects at aitigsk for infection. J Clin Microbiol.
junio de 2012;50(6):1974-80.

131. Walker S, Fazou C, Crough T, Holdsworth ReIKIP, Veale M, et al. Ex vivo
monitoring of human cytomegalovirus-specific CD8+-cdll responses using
QuantiFERON-CMV. Transpl Infect Dis. junio de 2082):165-70.

132. Kumar D, Chernenko S, Moussa G, Cobos |, MbhOu Preiksaitis J, et al. Cell-
mediated immunity to predict cytomegalovirus digeaa high-risk solid organ
transplant recipients. Am J Transplant. mayo de©9Zi6):1214-22.

133. Razonable RR. Management strategies for @galovirus infection and
disease in solid organ transplant recipients. infécs Clin North Am. junio de
2013;27(2):317-42.

134. Li H, Dummer JS, Estes WR, Meng S, Wright P&lg Y-W. Measurement of
human cytomegalovirus loads by quantitative reaktiPCR for monitoring clinical
intervention in transplant recipients. J Clin Mibial. enero de 2003;41(1):187-91.

135. Humar A, Gregson D, Caliendo AM, McGeer A, lkda G, Krajden M, et al.
Clinical utility of quantitative cytomegalovirus nal load determination for predicting
cytomegalovirus disease in liver transplant recifse Transplantation. 15 de noviembre
de 1999;68(9):1305-11.

136. Hadaya K, Wunderli W, Deffernez C, Martin P-Mentha G, Binet I, et al.
Monitoring of cytomegalovirus infection in solidgan transplant recipients by an

130



ultrasensitive plasma PCR assay. J Clin Microlaigbsto de 2003;41(8):3757-64.

137. Levitsky J, Freifeld AG, Puumala S, Bargemsfju§, Hardiman P, Gebhart C,
et al. Cytomegalovirus viremia in solid organ tralastation: does the initial viral load
correlate with risk factors and outcomes? Clin Sant. abril de 2008;22(2):222-8.
138. Atabani SF, Smith C, Atkinson C, Aldridge R\Wpdriguez-Peralvarez M,
Rolando N, etal. Cytomegalovirus replication kicgtin solid organ transplant
recipients managed by preemptive therapy. Am J splant. septiembre de
2012;12(9):2457-64.

139. Martin-Gandul C, Pérez-Romero P, Sanchezevhd& G, Suarez G, Sobrino M,
et al. Determination, validation and standardizatid a CMV DNA cut-off value in
plasma for preemptive treatment of CMV infectionsimlid organ transplant recipients
at lower risk for CMV infection. J Clin Virol. enerde 2013;56(1):13-8.

140. Sia 1G, Wilson JA, Groettum CM, Espy MJ, SmiflF, Paya CV.
Cytomegalovirus (CMV) DNA load predicts relapsinyI€ infection after solid organ
transplantation. J Infect Dis. febrero de 2000;28¥(17-20.

141. Gerna G, Lilleri D, Chiesa A, Zelini P, Furea M, Comolli G, et al. Virologic
and immunologic monitoring of cytomegalovirus tadgipreemptive therapy in solid-
organ transplantation. Am J Transplant. noviemler@@il1;11(11):2463-71.

142. Lautenschlager I, Loginov R, Méakisalo H, Hédtedt K. Prospective study on
CMV-reactivations under preemptive strategy in CIlg&fopositive adult liver
transplant recipients. J Clin Virol. mayo de 207315:50-3.

143. Manuel O, Husain S, Kumar D, Zayas C, Mawdroi$, Levi ME, et al.
Assessment of cytomegalovirus-specific cell-mediatemunity for the prediction of
cytomegalovirus disease in high-risk solid-orgaangplant recipients: a multicenter
cohort study. Clin Infect Dis. marzo de 2013;568@&)-24.

144. Cantisan S, Lara R, Montejo M, Redel J, Rporz-Benot A, Gutiérrez-Aroca J,
et al. Pretransplant interfergnsecretion by CMV-specific CD8+ T cells informs the
risk of CMV replication after transplantation. Am Jransplant. marzo de
2013;13(3):738-45.

145. Eid AJ, Brown RA, Arthurs SK, Lahr BD, Eckeassow JE, Larson TS, et al. A
prospective longitudinal analysis of cytomegalosi{CMV)-specific CD4+ and CD8+
T cells in kidney allograft recipients at risk oMY infection. Transpl Int. 1 de mayo de
2010;23(5):506-13.

146. Andrews PA, Emery VC, Newstead C. SummarthefBritish Transplantation
Society Guidelines for the Prevention and ManageméCMV Disease After Solid
Organ Transplantation. Transplantation. 15 de dibie de 2011;92(11):1181-7.

147. Le Page AK, Jager MM, Kotton CN, Simoons-Srit Rawlinson WD.
International survey of cytomegalovirus managenresblid organ transplantation after
the publication of consensus guidelines. Transpteot. 27 de junio de
2013;95(12):1455-60.

148. Humar A, Limaye AP, Blumberg EA, Hauser IAn¥enti F, Jardine AG, et al.
Extended valganciclovir prophylaxis in D+/R- kidnegnsplant recipients is associated
with long-term reduction in cytomegalovirus disease-year results of the IMPACT
study. Transplantation. 27 de diciembre de 201020{427-31.

149. Welker H, Farhan M, Humar A, Washington CnGelovir pharmacokinetic
parameters do not change when extending valganaidgtomegalovirus prophylaxis
from 100 to 200 days. Transplantation. 27 de dibiende 2010;90(12):1414-9.

150. Kalil AC, Sun J, Florescu DF. IMPACT trialstéts should not change current
standard of care of 100 days for cytomegalovirwppylaxis. Am J Transplant. enero
de 2011;11(1):18-21.

131



151. Bhat V, Mcintyre M, Meyers T. Efficacy andfety of a lower-dose
valganciclovir (valcyte) regimen for cytomegalowdryprophylaxis in kidney and
pancreas transplant recipients. P T. diciembre0d®;35(12):676-9.

152. Avery RK. Low-dose valganciclovir for cytonagvirus prophylaxis in organ
transplantation: is less really more? Clin Infed.[1 de febrero de 2011;52(3):322-4.
153. Strippoli GFM, Hodson EM, Jones C, Craig J&eemptive treatment for
cytomegalovirus viremia to prevent cytomegalovidisease in solid organ transplant
recipients. Transplantation. 27 de enero de 20(B)8139-45.

154. Aubert O, Sbherro-Soussan R, Scemla A, Cas#lddy Teyssandier |, Martinez
F, et al. Autoimmune neutropenia after kidney tpdastation: a disregarded entity of
posttransplant neutropenia. Transplantation. 1&kali de 2014;97(7):725-9.

155. Bodey GP, Buckley M, Sathe YS, Freireich Bdiantitative relationships
between circulating leukocytes and infection ingres with acute leukemia. Ann Intern
Med. febrero de 1966;64(2):328-40.

156. Ljungman P, Griffiths P, Paya C. Definitiosiscytomegalovirus infection and
disease in transplant recipients. Clin Infect R .de abril de 2002;34(8):1094-7.

157. ctcaev3.pdf [Internet]. [citado 28 de novieende 2011]. Recuperado a partir
de: http://www.eortc.be/services/doc/ctc/ctcaev3.pd

158. Ruell J, Barnes C, Mutton K, Foulkes B, Chdngavet J, et al. Active CMV
disease does not always correlate with viral loatéation. Bone Marrow Transplant.
julio de 2007;40(1):55-61.

159. Fica A, Cervera C, Pérez N, Marcos MA, Ramitk Linares L, etal.
Immunohistochemically proven cytomegalovirus engamr disease in solid organ
transplant patients: clinical features and usefsgnef conventional diagnostic tests.
Transpl Infect Dis. septiembre de 2007;9(3):203-10.

160. Kaplan B, Meier-Kriesche HU, Jacobs MG, Fmeth G, Bonomini L, DeFranco
P, et al. Prevalence of cytomegalovirus in thergagestinal tract of renal transplant
recipients with persistent abdominal pain. Am Jri@g Dis. julio de 1999;34(1):65-8.
161. Grim SA, Pereira E, Guzman G, Clark NM. CMERPas a diagnostic tool for
CMV gastrointestinal disease after solid organ dpdemntation. Transplantation. 15 de
octubre de 2010;90(7):799-801.

162. Jang E-Y, Park SY, Lee EJ, Song EH, Chong e, S-O, et al. Diagnostic
performance of the cytomegalovirus (CMV) antigereerassay in patients with CMV
gastrointestinal disease. Clin Infect Dis. 15 dequde 2009;48(12):e121-124.

163. Boaretti M, Sorrentino A, Zantedeschi C, Fodkn Boschiero L, Fontana R.
Quantification of cytomegalovirus DNA by a fully tamated real-time PCR for early
diagnosis and monitoring of active viral infectionsolid organ transplant recipients. J
Clin Virol. febrero de 2013;56(2):124-8.

164. Egli A, Binet |, Binggeli S, Jager C, DumauliA, Schaub S, etal.
Cytomegalovirus-specific T-cell responses and viggllication in kidney transplant
recipients. J Transl Med. 2008;6:29.

165. La Rosa C, Limaye AP, Krishnan A, Longmatd®iamond DJ. Longitudinal
assessment of cytomegalovirus (CMV)-specific immuesponses in liver transplant
recipients at high risk for late CMV disease. Jettf Dis. 1 de marzo de
2007;195(5):633-44.

166. Reusser P, Cathomas G, Attenhofer R, TamnTinkl G. Cytomegalovirus
(CMV)-specific T cell immmunity after renal transplation mediates protection from
CMV disease by limiting the systemic virus load. Idfect Dis. agosto de
1999;180(2):247-53.

167. Asberg A, Humar A, Jardine AG, Rollag H, Resiz MD, Mouas H, et al.

132



Long-term outcomes of CMV disease treatment witHgasaciclovir versus [V
ganciclovir in solid organ transplant recipientsmAJ Transplant. mayo de
2009;9(5):1205-13.

168. Kalil AC, Mindru C, Florescu DF. Effectiverse®f valganciclovir 900 mg
versus 450 mg for cytomegalovirus prophylaxis ensplantation: direct and indirect
treatment comparison meta-analysis. Clin Infect Risle febrero de 2011;52(3):313-
21.

169. Emery VC, Griffiths PD. Prediction of cytonadgvirus load and resistance
patterns after antiviral chemotherapy. Proc NatladhcSci USA. 5 de julio de
2000;97(14):8039-44.

170. Limaye AP. Antiviral resistance in cytomegaios: an emerging problem in
organ transplant recipients. Semin Respir Infectethbre de 2002;17(4):265-73.

171. Diaz-Pedroche C, Lumbreras C, San Juan Rué&ioh D, Andrés A, Delgado J,
et al. Valganciclovir preemptive therapy for theyention of cytomegalovirus disease
in high-risk seropositive solid-organ transplantipeents. Transplantation. 15 de julio
de 2006;82(1):30-5.

172. Caldés A, Gil-Vernet S, Armendariz Y, Colom Fou L, Niubo J, etal.
Sequential treatment of cytomegalovirus infectiondsease with a short course of
intravenous ganciclovir followed by oral valganomi: efficacy, safety, and
pharmacokinetics. Transpl Infect Dis. junio de 202(3):204-12.

173. Zafrani L, Truffaut L, Kreis H, Etienne D, eaC, Lechaton S, et al. Incidence,
risk factors and clinical consequences of neutr@pflowing kidney transplantation: a
retrospective study. Am J Transplant. agosto d&®2(8):1816-25.

174. Fortun J, Martin-Davila P, Pascual J, CerveraMoreno A, Gavalda J, et al.
Immunosuppressive therapy and infection after kydmansplantation. Transpl Infect
Dis. octubre de 2010;12(5):397-405.

175. Fellay J, Venetz J-P, Aubert J-D, Seydoux Rascual M, Meylan PRA.
Treatment of cytomegalovirus infection or diseasesolid organ transplant recipients
with valganciclovir. Transplant Proc. marzo de 230%2):949-51.

176. Fellay J, Venetz J-P, Pascual M, Aubert J9epdoux C, Meylan PRA.
Treatment of cytomegalovirus infection or diseasesolid organ transplant recipients
with valganciclovir. Am J Transplant. julio de 20867):1781-1782; author reply 1783.
177. Park S-Y, Kim YH, Han DJ, Park S-K, Park $s8ng H, et al. Efficacy of a
strategy for discontinuing pre-emptive ganciclovitherapy after a negative
cytomegalovirus antigenaemia test result in seiltipeskidney transplant recipients. J
Antimicrob Chemother [Internet]. 16 de enero de2(xitado 25 de febrero de 2013];
Recuperado a partir de: http://0-
jac.oxfordjournals.org.fama.us.es/content/earlyB201/15/jac.dks524

133



PARTE VII. ANEXOS Y PUBLICACIONES

134



Articulo 1.

Journal of Clinical Virology 2013; 56:13-18.

Determination, validation and standardization @2V DNA cut-off value in plasma
for preemptive treatment of CMV infection in sobdgan transplant recipients at lower

risk for CMV infection.

C. Martin-Ganduf™ %, P. Pérez-Romerd’, M. SancheZ, G. BernaP, G. SuareZ, M.
Sobrino?, L. Merino? J.M. Cisnero&, E. Corderd, The Spanish Network for Research

in Infectious Diseases (REIPI).

& Unit of Infectious Diseases, Microbiology and Mede& Preventive, Instituto de
Biomedicina de Sevilla (IBiS), University Hospitdirgen del Rocio/CSIC/University
of Seville, Spain

® Service of Nephrology, Hospitales Universitaridsgén del Rocio, Sevilla, Spain

¢ Hepatobiliary and Pancreatic Surgery and Hepatian3plant Unit, Hospitales
Universitarios Virgen del Rocio, Sevilla, Spain

4Service of Cardiology, Hospitales Universitariosgéin del Rocio, Sevilla, Spain

135



Articulo 2.

Transplant International 201Aceptado para publicacion.

Viral load, CMV-specific T cell immune response aB#V disease in solid organ

transplant recipients at higher risk for cytomegalgs infection.

Cecilia Martin-Ganddl ', Pilar Pérez-Rometo®, Pilar Blanco-Lobb ?,Magdalena
Sanchez 4 Miguel A Gentif, Carmen Bern8) Manuel Sobring M Jesls Rodriguez-
HernandeZ 2 Elisa Corderb ? and The Spanish Network for Research in Infectious
Diseases (REIPI).

*Both authors have contributed equally to the manips

1) Unit of Infectious Disease, Microbiology and ¥ative Medicine, Instituto de
Biomedicina de Sevilla (IBiS), University Hospitdlrgen del Rocio/CSIC/ University
of Sevilla, Spain, 2) Spanish Network for the Reslean Infectious Diseases (REIPI
RD12/0015), Instituto de Salud Carlos Ill, Madr&hain, 3) Service of Nephrology, 4)
Hepatobiliary and Pancreatic Surgery and Hepatian3plant Unit, 5) Service of

Cardiology, Hospitales Universitarios Virgen deldrmp Sevilla, Spain.

136



Articulo 3.

Journal of Infection 2014nviado a la revista.

Clinical impact of neutropenia related with thegmtive therapy of CMV infection in

solid organ transplant recipients.

Cecilia Martin-Gandd® Pilar Pérez-Rome?8, Francisco M Gonzéalez-Roncéro
Soledad BerdaguérMiguel A Géme, Ernesto Lade Magdalena Sanch&% José M
Cisnero&® Elisa Corderd” and The Spanish Network for Research in Infectious

Diseases (REIPI).

a) Unit of Infectious Disease, Microbiology and Wetive Medicine, Instituto de
Biomedicina de Sevilla (IBiS), University Hospitdirgen del Rocio/CSIC/ University
of Sevilla, Spain, b) Spanish Network for the Resean Infectious Diseases (REIPI
RD12/0015), Instituto de Salud Carlos Ill, Madrihain, ¢) Unit of Nephrology and
Urology, d) Service of Clinical Pharmacology, e)pdtobiliary and Pancreatic Surgery
and Hepatic Transplant Unit, f) Service of CardigylpoHospitales Universitarios Virgen

del Rocio, Sevilla, Spain.

137



Capitulo de libro.
Libro: 1000 TRASPLANTES HEPATICOS
Hospital Universitario Virgen del Rocio
Sevilla, 2014
ISBN: 978-84-695-9555-8
Capitulo 21. El tratamiento anticipado de la inféocpor cmv en el receptor de

trasplante hepatico (pag.205).

138



139



