UNIVERSIDAD
)
CORDOBA

Programa de Doctorado en Biomedicina

La produccion de interferon gamma por los linfocitos T CD8+
CMYV - especificos confiere proteccion frente a la reactivacion

de citomegalovirus en el paciente critico

The production of interferon gamma by CMV-specific CD8+ T cells
confers protection against the reactivation of cytomegalovirus in the

critical patient

TESIS DOCTORAL

Francisco Javier Gonzalez Gasca

Directores de Tesis
Dr. Juan José Castén Osorio

Dra. Sara Cantisan Bohorquez

Director de Linea de Investigacion y Tutor

Dr. Julian de la Torre Cisneros

Cérdoba, 31 de mayo de 2018




TITULO: L%produccig’n de interferon gamma por los linfocitos T CD8+
CMV-especificos confiere proteccion frente a la reactivacion de
citomegalovirus en el paciente critico

AUTOR: Francisco Javier Gonzalez Gasca

© Edita: UCOPress. 2018
Campus de Rabanales

Ctra. Nacional IV, Km. 396 A
14071 Cérdoba

https://www.uco.es/ucopress/index.php/es/
ucopress@uco.es




La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

Informe razonado de Presentacion de la Tesis Doctoral

de Postgrado

TITULO DE LA TESIS:

La produccion de interferén gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos

confiere proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

DOCTORANDOI/A: Francisco Javier Gonzalez Gasca

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS

(se hara mencion a la evolucion y desarrollo de la tesis, asi como a trabajos y publicaciones derivados de la misma).

Durante el desarrollo de la tesis el doctorando ha adquirido las habilidades
necesarias para desarrollar investigacion clinica, partiendo desde la formulaciéon de
una hipétesis de trabajo y objetivos clinicos, junto con el disefio del estudio, el analisis
de datos y la obtencion de resultados para dar respuesta a la pregunta de
investigacion planteada. El trabajo de investigacion del doctorando ha seguido el
modelo de investigacion traslacional, empleando investigacién basica para dar
respuesta a interrogantes clinicos que se plantean en la practica asistencial.

Los resultados de este trabajo han sido presentados en Congresos nacionales
y finalmente se han publicado en la revista Intensive Care Medicine, la cual es una
revista del primer Decil, con un factor de impacto de 12.015

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Cérdoba, 7 de __ Marzo de _ 2018___

Firma del/de los director/es

Fdo.:_Juan José Castén Osorio




La produccién de interferén gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

TITULO DE LA TESIS:

La produccion de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos
confiere proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

DOCTORANDOJ/A: Francisco Javier Gonzalez Gasca

INFORME RAZONADO DEL/DE LOS DIRECTOR/ES DE LA TESIS

(se hara menci6n a la evolucion y desarrollo de la tesis, asi como a trabajos y publicaciones derivados de la misma).

El doctorando ha mostrado a lo largo de todo el desarrollo de la tesis un gran
interés y dedicacion, lo que se evidencia en la calidad de la tesis y en el valor de los
resultados obtenidos, que han sido presentados en varios congresos autonémicos y
nacionales. Sin embargo lo mas destacable es que son resultados con un gran
potencial de traslacionalidad y de transferencia a la practica clinica, lo que se
demuestra en la gran calidad de la revista donde se han publicado dichos resultados
(Intensive Care Medicine), una revista del primer Decil, con un factor de impacto de
12.015 y situada en tercera posicion dentro de la categoria Critical Care Medicine
(3/33).

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Cérdoba, 6 de __ Marzo de _ 2018___

Firma del/de los director/es

Fdo.:_Sara Cantisan Bohérquez




La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

TiTULO DE LA TESIS:
La produccion de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos

confiere proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

DOCTORANDOJ/A: Francisco Javier Gonzalez Gasca

ESCRITO RAZONADO DEL RESPONSABLE DE LA LINEA DE INVESTIGACION

(Ratificando el informe favorable del director. Sélo cuando el director no pertenezca a la Universidad de Cordoba).

Durante el desarrollo de la tesis el doctorando ha adquirido las habilidades
necesarias para desarrollar investigacion clinica, partiendo desde la formulacién de
una hipétesis de trabajo y objetivos clinicos, junto con el disefio del estudio, el analisis
de datos y la obtencién de resultados para dar respuesta a la pregunta de
investigacion planteada. El trabajo de investigacion del doctorando ha seguido el
modelo de investigacion traslacional, empleando investigacion basica para dar

respuesta a interrogantes clinicos que se plantean en la practica asistencial.

Los resultados de este trabajo han sido presentados en Congresos nacionales
y finalmente se han publicado en la revista Intensive Care Medicine, la cual es una
revista del primer Decil, con un factor de impacto de 12.015

Por todo ello, se autoriza la presentacion de la tesis doctoral.

Cordoba, _ 26 de abril de 2018

Firma del responsable de linea de investigaciéon

S——

Al }W_{{ o

Fdo.: _Dr. Julian de la Torre Cisneros




La produccién de interferén gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

A mi mujer, Rosa Ana

y a mis hijas, Elisa y Encina




La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

Agradecimientos

Al finalizar el largo recorrido que conlleva elaborar una tesis doctoral, uno se hace
consciente de cuanto tiene que agradecer a tanta gente. En las proximas lineas,
intentaré resumir brevemente mi gratitud a las personas que han estado presentes en

su desarrollo.

Al Dr. Juan José Castén Osorio, comparfiero, amigo y director de esta Tesis, por su
ayuda, consejo y apoyo, no sélo en el presente trabajo sino en el dia a dia. Desde que
nos conocimos al comenzar la residencia de Medicina Interna en 2009, me ha abierto
las puertas al desarrollo personal en el campo de las Enfermedades Infecciosas, me ha
guiado a no centrarme en exclusiva a la labor asistencial y me ha dado una vision mas

amplia del mundo que me rodea.

A la Dra. Sara Cantisdn Bohorquez, directora también de esta Tesis, por su gran
implicacion, no solo en su elaboracién sino en abrirme las puertas del laboratorio y en

la realizacién de los test especificos necesarios para su desarrollo.

Al Dr. Julidn De la Torre Cisneros, Jefe de la Unidad de Gestion de Enfermedades
Infecciosas del Hospital Reina Sofia, a quien conoci en la rotacion de Infectologia y que
me sorprendi6, no so6lo por su saber hacer tanto cientifico como organizativo, sino por
su bondad, y cercania. Igualmente, hago extensivo mi agradecimiento al resto de

compafieros de la Unidad, quienes me acogieron como uno mas del equipo.

A Aurora Péaez Vega, investigadora del Instituto Maiménides de Investigacion

Biomédica, quien colabor6 en gran medida en las técnicas de laboratorio.

Al Servicio de Medicina Intensiva del Hospital General Universitario de Ciudad Real. En

primer lugar, a la Dra. Hasania Abedl-Hadi Alvarez, por su activa implicacion en la




La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

inclusion de pacientes. En segundo lugar, al Dr. Alfonso Ambrés, Jefe de Servicio, no

sélo por favorecer la reclutacion de pacientes, sino por sus consejos y ensefianzas.

Al Servicio de Medicina Intensiva del Hospital Reina Sofia de Cérdoba y, en especial a
la Dra. Gema Alonso Mufioz, y, a las entoces residentes, Rosa Diaz Pernalete y Melisa
Echeverria Ledn, quienes me abrieron las puertas de su Unidad para poder incluir

pacientes en este trabajo.

Al Sevicio de Microbiologia Clinica del Hospital General de Ciudad Real, por su
colaboracion, destacando a la Dra. Maria Dolores Romero, a la Dra. Soledad lllescas, y
a, la entonces residente de Analisis Clinicos, Carmen Cabrera Morales. Asimismo, lo
hago extensivo a todo el personal de laboratorio que ha participado en la realizacion de

determinaciones bioquimicas.

A mis padres, Paco y Luisa, quienes no s6lo me criaron con carifio sino que, ademas,
se sacrificaron para que yo pudiera realizar una carrera universitaria lejos de mi ciudad.

A mi esposa, Rosa Ana por su amor y apoyo en momentos de debilidad.

A las entidades que han finaciado el proyecto: Plan Nacional de 1+D+l 2008-2011 y el
Instituto de Salud Carlos Il (FIS P111/01236), Subdireccidn General de Redes y Centros
de Investigacion Cooperativa, Ministerio de Economia y Competitividad, Red Espafiola

de Investigacién en Enfermedades Infecciosas (REIPI RD 12/0015).

A los familiares de los pacientes que, en las circunstancias de un ser querido

hospitalizado en Cuidados Intensivos, aceptaron el participar en este trabajo.

Y, por ultimo, al Dr. Julio Gijén Rodriguez, por sus docencia e insistencia en que

culminase la Tesis Doctoral.




La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

indice
RESUMIBIN <. et e e et e e ettt e e e e tt e e e e et e aeaaa e aaee 10
Y 0151 =T N 11
T (o T [ Lo o] T Y o S 12
o Fisiopatologia del CMV .......ccooo i e 13
0 Fisiologia Viral.........cooouiiiiiii e 13
0 EpPIdemiologia........coouuiiiiiiiiiiiee e 14
0 Vias de tranSMISION ......ccoeeeeieeeeeeeeeeeeeeee 15
o Latenciay reactivacion ............ccccuueiiiiieiiiiiiiiieieee e 17
o Cuadros clinicos de la infeccion por CMV........cccoooeviiiiiiiiiieeeeeeee, 18
o Diagnostico de laboratorio de la infeccion por CMV.........cccccceveeeennes 31
o Respuestainmune frente a CMV ..o, 36
= Inmunidad INNALA.........ccceviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 36
= Inmunidad adaptativa............cceevieiiiiiiiiiiiiiiii 37
= Monitorizacion de la respuesta mediada por células T ........... 47
e Tratamiento de la enfermedad Por CMV........coooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e a7
o Estrategias de prevencion de la enfermedad por CMV.......cccooooovvviiiiieeenn... 52
¢ Replicacion de CMV en el paciente critico inmunocompetente ..................... 55
o Alteraciones inmunoldgicas del paciente Critico..............ceeeeeeeeeeeennn. 55
o Incidencia de reactivacion en el paciente Critico ..............cceeeeeeeeeennn. 56
o Inicio de reactivacion del CMV ..., 57
O Factores de riesgo para la reactivacion de CMV...........cccccvvvvvvvnnnnnnns 57

O Reactivacién de CMV y neumonia asociada

A VENIIACION MECANICA. .. .eee e 58

O Reactivacion de CMV Y PronOSEICO ........c.uuvvvereieeeeiiiiiiiieee e 58




La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

HIpOteSiS de trab@ajO......couvviiiii e 61
Material Y METOUO .....coeiieeiiiiie e e et e e e e e e e e et aeeaaeeaannes 62
RESUITATOS ... 69
o SelecCiOn de PACIENTES ....uui i e e e 69
e Caracteristicas de 10S PACIENTES........ccceiiiiiiiiiiiieie e 71
e Resultados del teSt QF-CMV ......cooiiiiiiiiiiiiiiie et e e e 71
e Caracteristicas de la reactivacion de CMV .........cccccoiiiieeiiiienee e 71
e Factores asociados con la reactivacion de CMV ..........ccccvvvvvieeiiiiiiiiininneeenn. 74
o Mortalidad Y CIMV ... 75
DISCUSION ...ttt e ettt e e e e e et e e e e e e e e r e e e e e e e e e 77
CONCIUSIONES .. 82
BibliOGrafia....ccuveiie i e aaaaaaae 83
FIQUIas Y TabIas ......coooiiiii e 103
ADTEVIBLUIAS ...ttt 119
Anexos:
e Anexo |: Articulo CIENLIICO .........uuieiiiiie e 121
e Anexo Il: Consentimiento iNformado:.............uvveviiiiiiiiiiii e 130
e Anexo lll: Hoja de recogida de datosS..........ccoooeeiieeieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 132




La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

Resumen
Objetivos: Evaluar la utilidad de la determinacion de la produccion de interferén gamma
(IFNy) por los linfocitos T CD8+ especificos de citomegalovirus (CMV) para determinar
el riesgo de reactivacion de CMV en el paciente critico previamente no

inmunocomprometido.

Métodos: Cohorte prospectiva reclutada en dos centros hospitalarios constituida por
pacientes criticos no inmunocomprometidos seropositivos para CMV que ingresaron en
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) entre diciembre de 2012 y marzo de 2013. La
incidencia de reactivacion de CMV se evalu6 mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en plasma. Se determiné el nivel de secrecién de IFNy al ingreso en
UCI mediante QuantiFERON-CMV (QF-CMV). Se analizaron mediante regresion de Cox

los factores asociados a reactivacion viral.

Resultados: Se incluyeron 53 pacientes, de los cuales 13 (24,5 %) presentaron
reactivacion de CMV. Veintiséis pacientes (49,1 %) fueron QF-CMV-Reactivo. De esos
26 pacientes, 11,5 % (3/26) presentaron reactivacion de CMV frente al 37% (10/27) de
los QF-CMV-No reactivo (p=0,03). Mediante regresiéon de Cox, la presencia de QF-CMV-
Reactivo al ingreso en UCI se asocié a un menor riesgo de reactivacion de CMV (OR
0,09; IC 95% 0,02-0,44; p=0,003). La sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo del QF-CMV fueron, respectivamente, del 77, 57, 37 y 88%.
Once de los pacientes (20,7%) fallecieron durante el periodo de seguimiento. La
mortalidad fue mayor en aquellos pacientes con reactivacion de CMV (6/13, 46,1%

frente a 5/40, 12,5%; p=0,015).

Conclusiones: La presencia de una respuesta funcional mediada por linfocitos T CD8+
CMV-especificos (QF-CMV-Reactivo) en el paciente critico no inmunosuprimido al

ingreso en UCI le confiere proteccion frente a la reactivacion de CMV.
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Abstract

Purpose: To evaluate the usefulness of the secretion of IFNy by cytomegalovirus
(CMV)-specific CD8+ T cells to determine the risk of CMV reactivation in critically ill non-

immunosuppressed patients.

Methods: Two-center prospective cohort study including critically ill non-
immunosuppressed CMV-seropositive patients admitted between December 2012 and
March 2013. The incidence of CMV reactivation by polymerase chain reaction (PCR) in
plasma was investigated. IFNy secretion by CMV-specific CD8+ T lymphocytes was
determined at the time of admission to the intensive care unit (ICU) by means of the QF-
CMV test. Cox regression analyses were performed to investigate CMV reactivation risk

factors.

Results: Fifty-three patients were included, of whom 13 (24.5 %) presented CMV
reactivation. Twenty-six patients (49.1 %) were QF-CMV-Reactive. Of the 26 QF-CMV-
Reactive patients, 11.5 % (3/26) had CMV reactivation, whereas 37 % (10/27) of QF-
CMV-Non reactive patients presented reactivation (p=0.03). By Cox regression, the
presence of QF-CMV-Reactive at ICU admission (HR 0.09, 95 % CI1 0.02—0.44; p=0.003)
was associated with a decreased risk of CMV reactivation. The sensitivity, specificity,
positive predictive value, and negative predictive value of QF-CMV were 77, 57, 37, and
88 %, respectively. Eleven of the 53 patients (20.7 %) died during the follow-up period.
Mortality was more frequent in patients with CMV reactivation (6/13, 46.1 vs. 5/40, 12.5

%; p=0.015).

Conclusions: In critically ill non-immunosuppressed patients, the presence of functional
CMV-specific CD8+ T lymphocyte response (QF-CMV-Reactive) at ICU admission

provides protection against CMV reactivation.
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Introduccion

El citomegalovirus (CMV) es un virus herpes beta tipo 5 con una seroprevalencia que
varia en la poblacion general del 65% en la quinta década de la vida hasta el 91% a

partir de los 80 afios.

Figura 1. Familia Herpesviridae (Adaptado de Moore et al.J Virol 1996) (1)
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La mayoria de las primoinfecciones ocurren en la infancia y son asintomaticas, pasando,
a continuacién, a una fase latente, definida como persistencia del genoma viral en
ausencia de produccion de viriones infectantes en individuos inmunocompetentes. La
fase latente puede dar paso a una reactivacion en presencia de estimulos como pueden
ser la inmunosupresion o una respuesta inflamatoria intensa. Mediante el empleo de
técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha podido
implicar al CMV como patdgeno inesperado incluso en el paciente inmunocompetetente

critico (2).
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En el paciente inmunodeprimido, especialmente en el trasplantado, se ha intentado
predecir su reactivacion, siendo prometedor el papel de la inmunidad del huésped
mediada por linfocitos T CD8+, tanto directamente por su fenotipo como indirectamente

midiendo el interferén especifico frente a CMV (3).

FISIOPATOLOGIA DEL CMV:

Fisiologia viral

El CMV es un virus herpes beta tipo 5. Es el mas grande de su familia, contando con un
genoma de unas 235 kb que codifican unos 165 genes. Es un virus sensible a los
solventes organicos, pH acido y luz ultravioleta. Se debe conservar a temperaturas
inferiores a —70 °C y preferentemente en nitrégeno liquido para preservar su viabilidad.
Cuando se congela durante periodos prolongados a —-20 °C, el virus pierde

completamente su infectividad (4).

El virién consiste en un nucleo de ADN bicatenario dentro de una nucleocapside que
adopta la forma de un icosaedro, rodeada por una matriz proteica (tegumento). Todo
ello se encuentra envuelto en una bicapa lipidica procedente del aparato de Golgi y del
reticulo endoplasmatico del huésped que incluye a unas 20 glicoproteinas del virus. El
papel de las proteinas del tegumento puede dividirse en dos: estructural (interviene en

el ensamblaje y desamblaje del virion) y modulador de la respuesta inmune del huésped.

El CMV entra en las células humanas, bien a través de la fusion directa o bien mediante
endocitosis de la envoltura (Figura 2). El virus se une a la célula a través de interacciones
entre glicoproteinas virales (gB y gH) y un receptor especifico de superficie (como puede
ser el factor de crecimiento derivado de plaguetas). A continuacion, se produce la fusién
de la envoltura con la membrana celular, liberdndose la nucleocapside en el citoplasma
y translocandose al nucleo. Alli se libera el ADN viral y se inicia la expresion de genes

IE-1 e IE-2. A continuacion, se puede producir la replicacion y maduracion del CMV.

13
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Este proceso implica la encapsulacién del ADN viral replicado en cépsides, que luego
son transportadas desde el nlcleo hasta el citoplasma. En el reticulo endoplasmatico y
en el aparato de Golgi son envueltas y, finalmente, el virion es liberado mediante

exocitosis.

Figura 2. Ciclo del CMV (Tomado de Crough et al. Clin. Microbiol. Rev. 2009) (4)

Attachment and
penetration

Cytoplasm goigi

complex

Epidemiologia

La infeccién por CMV tiene una altisima prevalencia mundial, especialmente en paises
subdesarrollados, en los que el 90% de la poblacion esta infectada, frente al 60%
estimado en los paises desarrollados (5). En zonas con malas condiciones
socioeconomicas, la mayoria de los nifios se ha infectado antes de la pubertad. El
hacinamiento y la falta de higiene favorecen la transmisién de CMV. En los paises
desarrollados, el 40% de los adolescentes son seropositivos, aumentando la prevalencia
aproximadamente un 1% por afio de vida (6). Estos resultados son practicamente
superponibles en nuestro medio, ya que en un trabajo realizado en 2001 en la
Comunidad de Madrid, la seroprevalencia global fue del 62,8%, a la vez que se observo
una asociacion significativa entre el aumento de la edad y el incremento de la

seroprevalencia (7).
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Vias de transmision

El CMV se puede transmitir a través de la saliva, el contacto sexual, la transferencia
placentaria, la lactancia materna, hemotransfusion, trasplante de 6rganos sélidos (TOS),

o trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) (8).

1. Infeccién congénita:

La infeccion congénita es sinonimo de transmision intrauterina o transplacentaria. La
transmision intrauterina ocurre Gnicamente en un tercio de las embarazadas con
primoinfeccién. Ademas, las gestantes seropositivas pueden sufrir reinfecciones y
reactivaciones, pudiendo transmitir en ambos casos la infeccion al feto. En zonas
con nivel socioeconémico bajo, debido a la alta seroprevalencia en las madres, es
mas probable que un feto se infecte de una madre con infeccién recurrente que con
infeccién primaria. Sin embargo, esta Ultima presenta un riesgo para el feto mucho
mayor. Esto explica el porqué la infeccion congénita por CMV es mas frecuente en

paises ricos con un porcentaje mayor de madres seronegativas (6,9,10).

2. Infeccion perinatal:

La transmision ocurre por contacto bien con secreciones genitales de la madre
durante el parto, bien a través de la lactancia materna. La presencia de CMV en la
leche materna constituye una ruta de transmision por si sola, ya que no se ha
demostrado transmision en nifios de madres infectadas alimentados con leche de

férmula (6,10).

3. Infeccion posnatal:

Se ha recuperado CMV de saliva en juguetes de guarderias, por lo que se postula
gue la saliva puede ser una via de transmision en nifios. No se sabe con certeza si

CMV se transmite por via sexual, ya que se ha encontrado CMV en semen y

15
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secreciones vaginales, pero, generalmente, antes del contacto sexual hay contacto
oral, pudiendo producirse la transmision a través de la saliva. Los varones
homosexuales tienen una prevalencia mas alta de infeccion por CMV, quizas debido
a que la mucosa rectal proporciona una barrera menos eficiente que la mucosa

vaginal (6,10).

4. Transfusiones sanguineas:

El CMV puede estar presente en estado latente en los monocitos en la sangre de
donantes sanos Yy reactivarse al transfundirse a otro paciente, transmitiendo asi la
infeccién. Por desgracia, aun no se ha podido identificar hasta la fecha los donantes
de alto riesgo de transmision. En los individuos inmunodeprimidos se puede detectar
CMV en polimorfonucleares y macréfagos. Actualmente, esta via de transmision esta
practicamente eliminada gracias al uso rutinario de filtros para separar los leucocitos

durante las transfusiones (6,10).

5. Trasplante de 6rganos:

En trasplante de o6rgano soélido (TOS) se pueden presentar primoinfeccion (en
receptor seronegativo) e infecciones recurrentes, bien por reinfeccién con otra cepa
del donante o de otra persona infectada o por reactivacién del virus latente en el
receptor, siendo esta Ultima la situacion mas frecuente y la primoinfeccion la de
mayor riesgo de enfermedad por CMV (ECMV) (11). En el trasplante de precursores
hematopoyéticos (TPH) hay menor riesgo de infeccién en el receptor si el donante
es seropositivo, ya que transfiere cierta inmunidad al receptor de médula ésea con

deplecién de células T (6).
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Latenciay reactivacion

La infeccion primaria por CMV en un huésped inmunocompetente es normalmente
asintomatica, tras lo cual el virus se establece en el huésped en estado latente de por
vida y puede presentar reactivaciones periédicas. EI mecanismo mediante el CMV es
capaz de mantenerse latente y reactivarse sigue siendo poco conocido. Durante la
infeccion latente, se estima que el genoma viral de CMV se encuentra entre el 0,004%
y 0,01% de células del sistema monocito - macréfago, con, aproximadamente, de 2 a 13
copias de genoma por célula infectada (12). Aungque aun no se ha aclarado con certeza
el mecanismo, el virus parece quedar latente en células de estirpe mieloide (13). El ADN
viral puede ser detectado en diversos tipos de células, incluyendo monocitos /
macrofagos (14,15), linfocitos (16), células de médula 6sea CD34+ (17), células

dendriticas inmaduras (DC) (18) y células endoteliales (19,20).

El conocer los factores relacionados con la latencia es fundamental de cara a poder
reducir la enfermedad por CMV. Se han propuesto tres vias posibles que conducen al
establecimiento de la latencia (21). En primer lugar, a raiz de la adhesion y entrada, el
CMV puede entrar directamente en un estado latente, sin precisar de la expresiéon de
novo de genes virales. Una segunda posibilidad es que el virus inicie una infeccion
productiva tras la entrada que se interrumpa prematuramente y, que posteriormente,
conduzca a la latencia. En tercer lugar, a raiz de la entrada, el virus podria expresar un
subconjunto de los genes virales que no estan asociados con la infeccién, pero que son

necesarios para el éxito del establecimiento de la latencia.

La reactivacion del CMV de la latencia es un paso clave en la patogénesis de la infeccion
por CMV y un atractivo campo de investigacion ya que, de poder predecirla, nos
permitiria iniciar tratamiento anticipado en huéspedes vulnerables. La reactivacion del
CMV puede ser detectada en situaciones de inmunosupresion, inflamacion, infeccion o

estrés (22—-24). Aungue los mecanismos exactos que conducen a la reactivacién ain no
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se han aclarado, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es un mediador clave (25). El
TNFa se acopla con el receptor de TNF de las células infectadas de forma latente, lo
que resulta en la activacion de la proteina quinasa C y NF-kappa By, posteriormente, la
transcripcion de los genes de CMV IE, que en Ultima instancia, desencadenan el inicio
de la replicacion del virus (26,27). La reactivacion del CMV también se puede lograr
aumentando el AMP ciclico a través de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) y
prostaglandinas proinflamatorias, lo que conduce a la activacién de los genes de genes

de CMV IE (24,28).

Cuadros clinicos de lainfeccién por CMV

El CMV rara vez causa infecciones graves en los sujetos sanos. Sin embargo, en los
fetos, neonatos y pacientes inmunocomprometidos, la infeccién por CMV puede causar
una serie de efectos clinicos muy perjudiciales, resumidos en la Tabla 1. Ademas, la
infeccion por CMV puede tener un papel en el desarrollo de enfermedades

cardiovasculares.

Tabla 1: Caracteristicas clinicas de la infeccion por CMV

Tipo de paciente Manifestaciones clinicas

Generalmente asintomatica; raramente sindrome mononucleésido
Sanos ) _
(fiebre, malestar general, adenopatias, esplenomegalia).

Icericia, hepatoesplenomegalia, petequias, microcefalia, hipotonia,

Fetal / congénita .
convulsiones, letargo

Sindrome febril con leucopenia y quebrantamiento del estado general,
neumonitis; enterocolitis, esofagitis, o gastritis; hepatitis; retinitis; y otras
afectaciones de tejidos (nefritis, cistitis, miocarditis, pancreatitis)

Trasplante de
6rgano sélido

Trasplante de
progenitores
hematopoyéticos

Neumonia; enterocolitis, esofagitis 0 gastritis; raramente retinitis,
encefalitis, hepatitis

VIH Retinitis; enterocolitis, esofagitis 0 gastritis; retinitis; neumonia; hepatitis
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i) Infeccidén en adultos inmunocompetentes

La infeccion primaria CMV en el huésped inmunocompetente suele ser
asintomatica y rara vez causa enfermedad. En algunos casos, puede dar lugar a
un sindrome mononucleésido (SMN). EI SMN se define como un conjunto de
sintomas y signos, que responden a variadas etiologias y caracterizado por
cuatro manifestaciones clinicas (fiebre, faringitis, poliadenoesplenomegalia y
erupcion cutanea) y un elemento paraclinico: leucocitosis mononuclear con
linfocitosis atipica. Se estima que el 79% de los casos de mononucleosis
infecciosa estan causados por el virus de Epstein-Barr (VEB); la mayoria del 21%
restante se debe a la infeccion aguda por CMV. Las manifestaciones clinicas
anteriormente mencionadas no siempre estan presentes, siendo el criterio
diagnostico fundamental la presencia de mas de 50% de células mononucleares
(linfocitos y monocitos) en sangre periférica, con un porcentaje de linfocitos

atipicos mayor de 10%.

El SMN debido a CMV puede ser clinicamente indistinguible de la infeccion
primaria por el VEB, el cual cursa clasicamente con fiebre, mialgias, adenopatias,
y hepatomegalia (29,30). En este caso, la faringoamigdalitis, la afectaciéon
ganglionar y la esplenomegalia son hallazgos menos frecuentes en la
primoinfeccién por CMV en comparacion con la infeccibn por VEB vy los
anticuerpos heterdéfilos son negativos (29). Otras complicaciones poco
frecuentes de primoinfeccion por CMV incluyen artralgias y artritis, Ulceras de
colon, neumonitis, hepatitis granulomatosa, sindrome de Guillain — Barré,

meningitis aséptica y miocarditis (29).
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ii) Lainfeccién congénitay neonatal

La infeccion congénita de CMV es una causa grave de morbilidad y mortalidad
en recién nacidos. Es la principal causa infecciosa de sordera y de anomalias
del desarrollo neurolégico en nifios (31,32). La frecuencia de la infeccion
congénita por CMV (tanto por primoinfeccibn como por reactivacion materna
durante el embarazo) es de ~ 0,64% de los nacimientos vivos. Sin embargo, la
incidencia puede variar considerablemente entre diferentes poblaciones de
estudio (33). El riesgo de infeccidn primaria en una madre seronegativa es de 1
a 4%, lo cual conlleva un riesgo de 30 a 40% de infeccion congénita (33,34). El
riesgo y la gravedad de la enfermedad por CMV son mayores si la infeccion
primaria en una madre seronegativa se produce durante el primer trimestre (35).
La reactivacion de una infeccion por CMV durante el embarazo, aunque puede
causar infeccibn congénita sintomatica, presenta menor riesgo, ya que los
anticuerpos maternos CMV preexistentes tienen un papel protector contra la

transmisién intrauterina (36,37).

Aproximadamente, del 10 a 15% de los recién nacidos infectados
congénitamente son sintomaticos al nacer, presentando: retraso del crecimiento
intrauterino; hepatitis con ictericia y hepatoesplenomegalia; trombocitopenia con
petequias; neumonitis; y afectacion grave del sistema nervioso central
(microcefalia, calcificaciones intracerebrales, coriorretinitis y pérdida de audicion
neurosensorial) (33,38). Aunque la mayoria de los neonatos con infeccion
congénita son asintomaticos al nacer, del 10 al 17% pueden desarrollar defectos
de audicion o secuelas del neurodesarrollo (29). En los recién nacidos
sintomaticos, se ha descrito una tasa de mortalidad de un 30% o morbilidad

grave como secuelas neurolégicas, visuales y auditivas (38).

20



La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

iii) Infeccién en el paciente inmunodeprimido

(a) Virus de lainmunodeficiencia humana

El CMV es una infeccibn oportunista seria en personas
inmunodeprimidas, como las infectadas por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), debido al deterioro del sistema inmune
adaptativo. Antes de la introduccién de la terapia antirretroviral de gran
actividad (TARGA) en los paises desarrollados, aproximadamente el 40%
de los pacientes infectados por el VIH sufria la enfermedad por CMV (39).
La incidencia de CMV en pacientes con SIDA ha disminuido
significativamente con la disponibilidad de la terapia TARGA, al haber un
menor nimero de pacientes con un recuento de células T CD4+ inferior
a 100 células/l, umbral de riesgo importante para la enfermedad por CMV
en pacientes infectados por el VIH (40,41). Ademas, la infeccién por CMV
en los pacientes con VIH puede acelerar directa y / o indirectamente la

progresion a SIDA y muerte (42-44).

La manifestacion mas comun de la enfermedad CMV en pacientes con
VIH es la retinitis, que representa alrededor del 85% de todos los casos
y se caracteriza por necrosis retiniana hemorragica (39,45,46).
Paradéjicamente, tras la llegada del TARGA y la recuperacion del sistema
inmune en pacientes con CD4 bajos y antecedente de retinitis por CMV
trajo como nuevo sindrome la vitritis por reconstitucion inmune. Otras
manifestaciones de la enfermedad asociada a CMV incluyen:
enterocolitis, gastritis, esofagitis, hepatitis y encefalitis. La neumonitis es
una causa poco frecuente de enfermedad pulmonar en los pacientes

infectados por el VIH (39).
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(b) Trasplante de 6rgano sélido (TOS).

A pesar de la mejora del tratamiento y del seguimiento, el CMV sigue
siendo considerado como el patdgeno infeccioso mas significativo en el
receptor de TOS. A dia de hoy, sigue causando morbilidad y mortalidad
después del trasplante y se asocia con la disminucion de la supervivencia
del injerto. Mas del 50% de los receptores de TOS muestran infeccion por
CMV, desarrollando enfermedad sintoméatica del 10 al 50% de pacientes,
dependiendo del estado serolégico del receptor (R) y del donante (D)
(47). El escenario de mayor riesgo de infeccion (y de gravedad) es aquel
donde un paciente seroldgicamente negativo (R-/D+) recibe un 6rgano
procedente de un donante seropositivo debido a la ausencia de una
respuesta inmune del huésped especifica frente a CMV (48). Mientras
que la adecuacion de receptores seronegativos para donantes
seronegativos seria lo ideal, la disponibilidad de 6rganos provoca que no
sea siempre posible. Otros factores de riesgo para la enfermedad de CMV
incluyen el tipo de trasplante (8), la coinfeccién con virus del herpes
humano tipo 6 (49), el tipo y la intensidad del régimen inmunosupresor,
incluyendo el uso de anticuerpos frente a receptores de células T (TCR)
(50,51). La administracion de anticuerpos anti-linfocitarios provocan la
liberacion de grandes cantidades de TNFa y otras citoquinas
proinflamatorias, y puede estar involucrado en la reactivacion de CMV
latente (25). También se ha postulado, sin haberse confirmado, que el
grado de carga viral en el érgano del donante trasplantado también podria
ser proporcional al riesgo de la enfermedad por CMV debido su riqueza

en células que albergan CMV latente o replicativo. (52).
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Clinicamente, la infeccion, aguda por CMV en el paciente con TOS
inmunodeprimido puede manifestarse bien como un sindrome
mononucledsido (caracterizado por fiebre, leucopenia, malestar general,
artralgias, y / o erupcion macular) o bien como enfermedad invasiva de
6rgano (hepatitis, neumonitis, enterocolitis, encefalitis, coriorretinitis,
nefritis, cistitis, miocarditis, o pancreatitis) (53). El diagndstico de la
enfermedad por CMV se realiza de acuerdo a los signos y sintomas
clinicos en conjuncién con la deteccion de CMV en la sangre y en los
tejidos afectados (53). Ademas de causar directamente enfermedad en
los 6rganos diana, el CMV también se ha asociado con un namero de
efectos indirectos perjudiciales en pacientes receptores de TOS. CMV se
ha implicado en el aumento de rechazo del injerto (54-57) y esta asociado
con estenosis de la arteria renal en trasplante renal (58,59), estenosis
acelerada de la arteria coronaria en trasplante de corazon (60,61),
bronquiolitis obliterante en trasplante de pulmén (62,63), y el sindrome de
fuga del conducto biliar en trasplante hepético (64-67). Ademas, la
infeccion por CMV también puede predisponer a los pacientes de
trasplante a la superinfeccion oportunista con una gama de diferentes
microorganismos incluyendo Pneumocystis jirovecii, una amplia variedad

de hongos y Listeria monocytogenes (8,68).

(c) Trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH).

Debido a un periodo prolongado de inmunodeficiencia tras el TPH
alogénico (alo-TPH), los receptores de dicho trasplante tienen un riesgo
significativo de enfermedad por CMV. En contraste con el receptor de
TOS, las infecciones por CMV en el TPH son mas frecuentes debido a la

reactivacion del virus latente presente en el receptor seropositivo que a
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una infeccién primaria (69,70). La infecciébn primaria por CMV se
desarrolla en aproximadamente el 30% de los receptores seronegativos,
mientras que la reactivacion del CMV se produce en alrededor del 80%
de los pacientes que son seropositivos antes del trasplante (71). La
influencia del estado seroldgico de CMV del donante en el prondstico de
un paciente CMV-seropositivo sigue siendo controvertida. En pacientes
CMV-seropositivos tratados con injertos de donantes no emparentados
CMV-seropositivos en comparacioén con los que recibieron injertos de
donantes CMV-seronegativos se ha observado una mejoria de la
supervivencia y una reduccion de la mortalidad relacionada con el
trasplante, posiblemente debido a la transferencia de la inmunidad del
donante (72). Otros estudios, sin embargo, no han mostrado ningdn
efecto positivo del uso de un donante CMV-seropositivo (73,74). El riesgo
de infecciones por CMV también esta influenciada por la edad del
paciente, la fuente de células madre del donante, el HLA, el empleo de
anticuerpos anti-células T, el régimen de acondicionamiento, la
inmunosupresion después del trasplante, y la profilaxis de la enfermedad

de injerto contra huésped aguda (75,76).

Durante el periodo inicial tras el TPH (<100 dias), las manifestaciones
clinicas mas comunes de la enfermedad por CMV son neumonitis y
enterocolitis (76). La introduccién de la terapia antiviral dirigida
especificamente frente a CMV ha reducido drasticamente la incidencia de
la enfermedad temprana por CMV después del alo-TPH y la mejora de la
supervivencia en determinados receptores de alto riesgo (77,78). Sin
embargo, el tratamiento frente a CMV se asocia con mielotoxicidad

significativa y alteracion de la reconstituciéon hematologica, lo cual
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provoca mayores tasas de infecciones fungicas invasivas (69,79,80). El
inicio de la enfermedad tardia por CMV (> 100 dias después del TPH)
amenaza la supervivencia a largo plazo (81,82). En un estudio de Boeckh
et al. (76), la enfermedad tardia por CMV se desarroll6 en el 17,8% de los
pacientes con una mediana de 169 dias después del trasplante y una tasa
de mortalidad del 46%. La carga viral de CMV, la linfopenia y la
inmunodeficiencia de células T-CMV especifica fueron predictores de

enfermedad por CMV (76).

iv) Complicaciones asociadas

En la infeccion por CMV pueden aparecer diferentes hallazgos asociados, que
pueden ser la manifestaciéon inicial de la enfermedad incluso en huéspedes

sanos (9).
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(@) HEPATITIS

La hepatitis se asocia a menudo a la mononucleosis por CMV, pero suele
ser leve y en muy pocos casos es sintomatica en pacientes
inmunocompetentes. La hepatitis granulomatosa puede ser también una
manifestacion inicial de la infeccibn por CMV que acompafia a la
mononucleosis. En estos pacientes, se observa la presencia de fiebre,
vémitos y una linfocitosis muy atipica de alrededor del 50%. EI CMV se
aisla en la faringe y se observa un aumento de la cifra de anticuerpos
fijadores del complemento, lo que tiene valor diagnéstico. En estos
pacientes, la biopsia hepatica revela la presencia de hepatitis en fase de
resolucion con infiltrados de células mononucleares en el area portal junto
con granulomas microscopicos con células gigantes. En el contexto de la

infeccién aguda por CMV, la hepatitis se suele resolver por completo. (9)
(b) NEUMONIA INTERSTICIAL

La neumonia intersticial es la complicacion mas grave de la enfermedad
por CMV en pacientes con trasplante de progenitores hematopoyéticos,
y también puede aparecer, aunque con menor frecuencia, en la
mononucleosis inducida por el CMV en el huésped sano (9). Consiste en
la aparicion de un infiltrado intersticial difuso en la radiografia de torax
(Figura 3). La evolucion es distinta entre el paciente inmunocompotente,
donde suele ser leve y se resuelve espontdneamente sin precisar
tratamiento frente a los pacientes receptores de TPH, en quienes la
neumonitis por CMV tiene una mortalidad elevada incluso con tratamiento

antiviral agresivo.
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Figura 3. Neumonia por CMV. Arriba: Infiltrado intersticial en radiografia

simple de térax. Abajo: infiltrado bilateral en tomografia computarizada

(c) SINDROME DE GUILLAIN-BARRE

La asociacion del sindrome de Guillain-Barré con la mononucleosis
infecciosa se describi6 por primera vez en 1971, cuando nueve pacientes
con mononucleosis aguda por CMV presentaron una polineuritis
caracterizada por alteraciones sensitivas y debilidad motora en las
extremidades. La recuperacion de la sensibilidad precedi6 a la mejoria
motora, y en la mayoria de los pacientes la recuperacion completa ocurrié

al cabo de unos 3 meses.
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En los pacientes con SIDA el CMV puede ser una causa directa de
polirradiculopatia y miopatia. Se ha podido observar la presencia de
inclusiones de CMV en los nucleos de las células de Schwann, asociada
a un sindrome de debilidad motora que conduce a incontinencia urinaria

y rectal (9).

(d) MENINGOENCEFALITIS

La apariciébn de meningoencefalitis asociada a mononucleosis infecciosa
inducida por el CMV se ha notificado en muy pocos casos en pacientes
inmunocompetentes. Estos pacientes pueden tener también alteraciones
sensitivas y motoras similares a las de la radiculopatia. Los sintomas mas
indicativos de meningoencefalitis son: cefalea intensa, fotofobia, letargo
y sintomas de alteracion del tracto piramidal. EI LCR suele mostrar un
numero moderado de linfocitos. Tanto en la meningoencefalitis como en
la polirradiculopatia por CMV, la presencia de ADN viral detectado con

PCR es de ayuda en el diagnostico (9).

(e) MIOCARDITIS

Una de las complicaciones, aunque infrecuentes, de la mononucleosis
inducida por el CMV puede ser la afectacion del miocardio o miocarditis.
En tres de ocho casos, se observo la inversion de las ondas T. Asimismo,
se ha descrito en muy pocos casos de nifios con infeccién congénita por

CMV la afectacion del miocardio (9).
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() TROMBOCITOPENIA'Y ANEMIA HEMOLITICA

La trombocitopenia y la anemia hemolitica se producen con frecuencia en
nifios con enfermedad congénita por CMV, y a veces como complicacion

de la mononucleosis por CMV en adultos sanos (9).
(g) ERUPCION CUTANEA

Los exantemas maculopapulares y rubeoliformes pueden aparecer
también en el contexto de la mononucleosis por CMV. Estos exantemas
pueden desarrollarse tras la administracion de ampicilina, y se atribuyen
a la reaccion inmunoldgica ante los antigenos celulares que se exponen

0 que se expresan asociados a la infeccion aguda por el CMV (9).
(h) SINDROME HEMOFAGOCITICO

El sindrome hemofagocitico (SHF) es una entidad multicausal con
hallazgos clinicos comunes, caracterizado por afeccién al estado general,
fiebre, hepatoesplenomegalia, fallo hepatica, pancitopenia, adenopatias
y coagulopatia, todo esto acompafiado de proliferacion de tejido

linfohistiocitario y hemofagocitosis.

Se ha descrito una forma primaria familiar y varias secundarias,
relacionadas con procesos infecciosos, incluyendo CMV, neoplasicos y

autoinmunitarios.

La fisiopatologia del SHF, que aun no esta completamente comprendida,
tiene como factor comdn a la activacion del tejido linfohistiocitario
secundaria a la hipercitoquinemia que deriva de la activacion de linfocitos

T. (83)
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(i) COLITIS

La afectacion del colon por el CMV se manifiesta generalmente como
diarrea acuosa. Inicialmente aparecen Ulceras superficiales que pueden
profundizar y erosionar los vasos sanguineos provocando rectorragia. En
ocasiones pueden formar estructuras polipoideas, llegando en casos
extremos, a causar obstruccién mecanica. En caso de que la inflamacién
sea muy intensa, la afectacion vascular puede producir necrosis

transmural y perforacion (9,84).

v) Infeccion por CMV y enfermedad cardiovascular

El papel del CMV como factor potencial en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (CV) ha sido objeto de estudios epidemiolégicos, clinicos y de
laboratorio. Los estudios han detectado ADN genémico de CMV en plasma, en
aterectomia coronaria, en la autopsia de miocardio y en las valvulas cardiacas
de los donantes de pacientes con enfermedades cardiovasculares; se emplearon
las pruebas de PCR y de hibridacion in situ. En el estudio HOPE, la presencia
del CMV se asoci6 al fallecimiento posterior por infarto de miocardio, ictus o

fallecimiento de causa cardiovascular (85).

Se ha demostrado que el CMV puede infectar las células endoteliales (CE)
cardiovasculares y las células del muasculo liso (CML) vascular de forma crénica
o persistente. Ademas, la infecciéon por CMV aumenta la expresion de citoquinas
proinflamatorias y de factores de adhesion vascular, como el TNF-a, IL-1, IL-6,
MCP-1, leucotrienos (LT), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la

molécula de adhesion a las células vasculares 1 (VCAM-1) (9).
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Diagnostico de laboratorio de la infeccion por CMV

Las muestras clinicas habituales que se han empledo para el estudio de CMV son: suero
(deteccion de anticuerpos), sangre completa (estudio de la inmunidad celular y técnicas
de deteccion directa), orina, saliva, plasma, lavado broncoalveolar (LBA), liquido

cefalorraquideo y tejido (6,9,10), resumiéndose en la Tabla 2.

Diagnéstico seroldgico

Las técnicas seroldgicas de deteccidén de anticuerpos especificos IgG e
IgM frente a CMV nos permiten diagnosticar la infeccién primaria sintomatica y
determinar el estatus seroldgico de donantes y receptores de drganos. La
presencia de anticuerpos tipo IgM especificos o la seroconversion de anticuerpos
IgG es el método tradicional para detectar infeccidén primaria. La determinacion
de IgM en muchas ocasiones da lugar a falsos resultados positivos, no permite
demostrar infeccidn recurrente y sus valores permanecen detectables durante
meses. Por ello puede ser util para diagnostico de infeccién primaria sintomatica
en nifos, pero se desaconseja en la mujer embarazada, en la cual la mejor
opcion es determinar la seroconversion de anticuerpos IgG o pruebas de avidez.
Durante las primeras semanas de la infeccién primaria, los anticuerpos 1gG
muestran muy baja avidez por el antigeno, pero conforme van madurando, la
avidez aumenta progresivamente. Un porcentaje de avidez bajo (< 35%) indica
infeccion reciente y porcentajes > 65% son indicativos de infeccion pasada o de

meses (6,9,10).

Existen varias técnicas seroldgicas de diagndstico de CMV: reaccién de
fijacibn de complemento, aglutinacion con particulas de latex (AL), ELISA,
inmunofluorescencia indirecta, inmunocromatografia (IC), fluorescencia

anticomplemento, quimioluminiscencia (CLIA) e inmunoblot (6,9,10).
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Cultivo

CMV replica eficientemente en fibroblastos humanos. El tiempo que tarda
en aparecer el efecto citopético en fibroblastos se correlaciona con la carga viral
en la muestra pero, de cualquier modo, es lento y se requieren, al menos, 21
dias para dar un resultado negativo. La mejor alternativa para la propagacion del
virus en cultivo celular es el empleo de la técnica de shell-vial (SV), que permite
un diagndstico en 18-48 h y puede aplicarse a todo tipo de muestras. Por otra
parte, un resultado positivo de SV en sangre de pacientes trasplantados tiene un
elevado valor predictivo positivo de ECMV y se considera el mejor procedimiento
para el diagnéstico de ECMV con afectacion organica en pacientes
inmunodeprimidos utilizando la muestra adecuada (lavado broncoalveolar en

neumonitis, biopsia de colon en caolitis, etc.)(6).

Prueba de antigenemia

La prueba de antigenemia se basa en el empleo de anticuerpos
monoclonales para detectar la proteina viral del tegumento pp65, producto del
gen UL83, que es el antigeno viral mayoritario presente en leucocitos de sangre
periférica durante la infeccién por CMV (4). En esta técnica se separa la capa
leucocitaria de sangre completa anticoagulada. Un numero determinado de
leucocitos (habitualmente 100.000) se deposita sobre un portaobjetos con ayuda
de citocentrifuga y se tifien con anticuerpos monoclonales murinos frente a la
proteina pp65. A pesar de ser una técnica relativamente sencilla y muy
estandarizada para el seguimiento y manejo de la infeccion por CMV en
trasplantados, la labilidad de la muestra de sangre, que debe ser procesada en
pocas horas, la deficiente interpretacion de esta en pacientes neutropénicos, y
la mayor sencillez y grado de automatizacién de las técnicas moleculares

cuantitativas recientes, que ademas no estan sujetas a los inconvenientes de la
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antigenemia, han obligado a muchos laboratorios a sustituir las clasicas pruebas
de antigenemia por la determinacion de la carga viral para el control de la

infeccion por CMV en el paciente trasplantado (6).

Diagnéstico molecular

El ADN de CMV tiene algunas regiones homologas al ADN humano que
hay que tener en cuenta a la hora de disefiar técnicas diagnosticas de laboratorio
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o sondas de hibridacion
(10). Hoy dia, la PCR es la técnica molecular méas empleada para la
cuantificacién de ADN de CMV en muestras clinicas y es el método de eleccion.
Actualmente hay métodos moleculares completamente automatizados para
determinacion de carga viral de CMV. El empleo de plasma en lugar de sangre
completa ha sido recomendado por su mayor correlacion con replicacién activa
de CMV, ya que la deteccién de ADN de CMV en sangre completa puede reflejar
solamente la presencia del virus en los linfocitos donde CMV permanece en
estado de latencia tras la infeccion primaria. Igualmente, como reflejo de
replicacién activa y diseminacion del virus, algunos trabajos han planteado la
controversia entre deteccién de ADN o detecciéon de ARNm, que supone un paso
mas en la expresion gendmica del virus y, por tanto, implica replicacion viral.
Para el diagndstico prenatal de infeccién congénita, el método de eleccién es la
PCR cuantitativa en liquido amni6tico, estando indicada si se ha producido
primoinfeccién durante el embarazo (seroconversion, IgM, 1gG, baja avidez) o si
se observan anomalias ecograficas, independientemente de si la madre ha
tenido o no una infeccién primaria durante el embarazo. La presencia de ADN de
CMV en liquido amnidtico confirma la infeccion intraltero, mientras que una
carga viral elevada, > 10° copias/mL en liquido amniético, indica alto riesgo de

desarrollar infeccion sintomética. En el recién nacido, la presencia de ADN de
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CMV en muestras de orina, tomadas en las 2 primeras semanas de vida,
confirma el diagndéstico de infeccion congénita. La deteccion de ADN de CMV en
sangre, saliva o liquido cefalorraquideo también es diagnostica de infeccion
congeénita, pero la sensibilidad es menor que en la orina. A pesar de que son
muchos los trabajos que han intentado establecer un punto de corte de la carga
viral que sea pronéstico del riesgo de ECMV en el periodo postrasplante para
instaurar terapia anticipada, hay gran variabilidad de resultados entre técnicas
y/o laboratorios. En muchos casos se recomienda, mas que un valor absoluto,
determinar la variacion durante la monitorizacién. Por la posibilidad de
contaminacion con la saliva, via de excrecion principal de CMV, la carga viral en
LBA debe ser mayor que la determinada en lavados faringeos para demostrar
replicacién local del CMV en el tracto respiratorio inferior que permita adscribirle
un papel etiolégico en la neumonia. En pacientes VIH que inician tratamiento con
TARGA y linfocitos CD4 < 50/1, la deteccion, tanto cualitativa como cuantitativa,
de ADN CMV ha demostrado ser uno de los mejores predictores de riesgo de
retinitis, recomendandose su determinacion cada 2 meses con esta finalidad
(6,9,10). En la Tabla 2 se describen los distintos métodos diagndsticos

disponbles para CMV.
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Tabla 2. Utilidad de los métodos diagnosticos para citomegalovirus (CMV)

en funcion de la situacién clinica (Tomado de Gamez et al. Enferm Infecc

Microbiol Clin. 2014) (6)
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Respuesta inmune frente a CMV

La respuesta inmune frente a CMV es compleja e incluye a la inmunidad innata

y adquirida (Figura 4).

Figura 4: Respuesta inmune frente a CMV (Tomado de Crough et al. Clin. Microbiol.

Rev. 2009) (4)
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Inmunidad Innata

El sistema inmune innato desempefia un papel importante tanto en la defensa contra el
CMV como en la activacion de la respuesta inmune adaptativa. Cada vez es mas
evidente que el CMV est4 sujeto a la deteccion innata por receptores tipo Toll (TLR). La
estimulacion de TLRs por patdgenos tales como CMV que inducen la secrecion de
citoquinas inflamatorias que reclutan las células del sistema inmune innato, y la

produccion de moléculas coestimuladoras tales como CD80 y CD86, que son
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importantes para la activacién de la inmunidad adaptativa (86,87). TLR9 y TLR3 han
demostrado ser componentes criticos de la respuesta inmune frente a CMV murino
(MCMV) (88-90). (Fig. 7). EI CMV también desencadena la produccién de citoquinas
inflamatorias mediante la activacion de TLR2 tras la interaccidn con las proteinas virales

gB / gH (86,87,91).

Las células NK son una parte integral de la inmunidad innata frente a CMV. En modelos
experimentales, han demostrado estar involucradas en el aclaramiento de la infeccién
por MCMV (92,93), y, ademas, la transferencia de células NK pueden proporcionar
proteccion contra MCMV (94). Ademas, existen cepas de ratones resistentes a MCMV

in vivo, pero que se vuelven susceptibles tras la deplecion de las células NK (95,96).

En los seres humanos, se sabe relativamente poco sobre el papel de las células NK en
la respuesta inmune frenta a CMV. En los pacientes con trasplante renal, la actividad
NK ha demostrado aumentar durante la infeccion primaria y recurrente por CMV, lo que
indica que las células NK contribuyen a la recuperacion de la infeccion por CMV (97).
En un estudio de 43 pacientes con reactivacion de CMV después de alo-TPH, en el que
12 casos fueron mortales, los niveles de citotoxicidad de las células NK se

correlacionaron con la capacidad del paciente para recuperarse de la infeccion (98).

Inmunidad Adaptativa

La respuesta humoral.

El establecimiento de la inmunidad de larga duraciéon en respuesta a una
infeccién primaria CMV que sirva para controlar la posterior reactivacion del CMV
en el huésped es de vital importancia para la prevencion de la replicacion no
controlada y de la enfermedad grave. EIl CMV desencadena potentes respuestas
inmunes de todos los brazos del sistema inmune. Si bien la contribucién de los

anticuerpos para la proteccién y el control de CMV ha sido objeto de debate, la
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evidencia apoya un papel para la inmunidad humoral en la respuesta inmune
eficaz frente a CMV. Los anticuerpos frente a CMV disminuyen la difusién viral y
limitan la gravedad de la enfermedad (99,100). La principal diana de los
anticuerpos neutralizantes frente a CMV es la gB, que esta implicada en la union
celular y en la penetracion (101), siendo la diana de, al menos, el 50% de los
anticuerpos neutralizantes en individuos infectados con CMV (101,102). Otra
diana de los anticuerpos neutralizantes es la gH, la cual est4 implicada en la

fusion de la envoltura viral con la membrana de la célula huésped (103).

La importancia de los anticuerpos se apoya en varios estudios con animales y
humanos. En los seres humanos, la transferencia de anticuerpos de una madre
CMV-seropositiva a un recién nacido ha demostrado tener un efecto protector
contra la infeccién por CMV de transfusiones de sangre seropositivos (104). Por
otro lado, también se conoce que las gestantes con inmunidad pre-concepcional
para CMV transmiten menos la infeccion al feto que las gestantes con infecciéon
primaria (36,37). Ademas, si la respuesta de anticuerpos a CMV es de baja
avidez y pobre actividad neutralizante, la probabilidad de que la transmision de

la infeccion viral de la madre al feto es significativamente mayor (99).

La inmunidad humoral tiene un importante papel en el desarrollo de rechazo
agudo, en la disfuncién tardia y en la pérdida de los injertos, motivo por el cual
es una diana de los tratamientos inmunodepresores en el paciente trasplantado

(105).

Respuesta inmune mediada por linfocitos T

La respuesta inmune mediada por células T es el mecanismo predominante por
el que se controla la replicacion del CMV. Asi, la enfermedad grave por CMV se

produce casi exclusivamente en pacientes con inmunodeficiencia celular
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profunda, con la excepcion de la infeccibn congénita. Aunque la respuesta
inmune inducida por la infeccién primaria no erradica el virus, si que los linfocitos
T CD8+, CD4+ y yd CMV-especificos son importantes para el control y la

limitacion de la replicacion viral en el huésped.

() Las células T CD8+.

El papel esencial de la inmunidad mediada por células T fue reconocida por
primera vez en los estudios que utilizaban modelos de CMV murino (MCMV).
En ellos, la eliminacién de los linfocitos fue coincidente con el aumento de
los niveles de reactivacion y difusion de la infeccién viral, y la transferencia
de linfocitos T citotéxicos CD8+ CMV- especificos (CTL) confirié proteccion
frente a una infeccion que de otro modo seria letal (106,107). La deplecion
selectiva de subpoblaciones de linfocitos en ratones también reveld que los
linfocitos T citotoxicos CD8+ MCMV- especificos eran el componente mas
importante en el control inmunolégico de MCMV (93). Ademas, la
disminuciéon de células T CD8+ empleando un anticuerpo monoclonal
especifico frente a CD8 en monos infectados con el virus de la
inmunodeficiencia del simio fue coincidente con la reactivacion de CMV
(108). En los pacientes con SIDA, la produccién de IFNy por células T CD8+
CMV especificas parece ser protectora contra la retinitis asociada a CMV
(109). Los datos clinicos de pacientes TPH también confirman un papel
crucial para las células T CD8+ en el control del CMV. El desarrollo de
respuestas de linfocitos T CD8+ especificas para CMV tras el TPH han
demostrado que se correlacionan con la proteccion (79,110) y la
recuperacion de la enfermedad por CMV (98). En un estudio de Reusser et
al. (110), mas de la mitad de los pacientes que carecen de una respuesta

detectable de células T CMV-especificas desarrollaron la enfermedad por
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CMV. En consecuencia, los estudios pivotales de Riddell et al. (111) y Walter
et al. (112) mostraron que la infusion de células T CD8+ CMV especificas,
restauraba la inmunidad celular especifica en los receptores de TPH
alogénicos. Una importancia similar para la inmunidad mediada por células
T CD8+ de se ha mostrado en el TOS. Los analisis de las respuestas de las
células T especificas del virus en los receptores de trasplante renal
demostraron que la presencia de respuestas dominantes de células T CD8+
pueden limitar la viremia y proteger contra las enfermedades del CMV (113—
116). En los receptores de trasplante de pulmon, la adquisicién de células T
CD8+ CMV especificos, ademas de células T CD4+, se asocia tanto con la
ausencia de enfermedad CMV vy la preservacion de la funcién del injerto en
comparacion con aquellos que no desarrollaron la inmunidad a CMV (117).
En otro estudio, la valoracion de la inmunidad frente a CMV mediada por
linfocitos T CD8 especificos mediante la medicion del IFNy con el QF

también predijo la reactivacion de CMV (3).

La proporcidn de células T CD8+ implicadas con la respuesta anti-CMV es
extraordinariamente grande. Alrededor de un 10% de células T CD8+ en la
sangre periférica de los portadores del virus sanos y hasta 40% de células
T de CD8+ en la sangre periférica de individuos de edad avanzada son
especificas para los antigenos de CMV (118-121). Incluso aln hoy no es
del todo comprendido como el CMV es capaz de orquestar una respuesta
inmune tan potente y el impacto que esto puede tener en la respuesta frente
a otros patdgenos. La respuesta de células T es considerablemente diversa,
con el reconocimiento de una variedad de antigenos estructurales y de
inmunomoduladores codificados por CMV, incluyendo pp28, pp50, ppl50

gH, gB, US2 , US3, US6, US11, UL16, y UL18 (121-123). Estos estudios,
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en combinacion con los datos reportados por otros grupos revelaron que
estas respuestas se dirigen a las proteinas codificadas por CMV que se
expresan en diferentes etapas de la replicacion viral y a proteinas asociadas
con diversas funciones (capsida, matriz/tegumento, glicoproteina,

ADN/regulador, y evasion inmune)

CMYV también tiene un impacto importante en el estado de diferenciacion de
los linfocitos T CD8+, asociandose la infeccion por CMV con un incremento
en el porcentaje de linfocitos T CD8+ altamente diferenciados, con alta
capacidad efectora. Durante la infeccion aguda por CMV, la principal
poblacién efectora de células T CD8+ muestra un fenotipo CD45RA
CD45R0O* CD27* CD28* " CCR7-, mientras que en la infeccion crénica por
CMV, hay dos patrones: CD45RA" CD45R0* CD27- CD28 CCR7 6

CD45RA* CD45R0 - CD27- CD28 CCR-7- (124,125).

Otra caracteristica interesante de la respuesta de células T CD8+ CMV
especifica es la acumulacion de células T oligoclonales y una reduccién en
el pool de células T naive (126,127). Asimismo, la seleccion de TCR es un
complejo proceso en el que intervienen distintos factores. Uno de ellos es la
avidez de union al antigeno de las células T CD8+ y otros el HLA y la
eficiencia de presentacién de antigeno en la superficie de las células
infectadas por el virus. Todo ello no s6lo ocupa un papel en en el control de

CMV sino también en la proteccion frente a otro virus persistentes (4).

La relacion comentada anteriormente entre la infeccibn por CMV y la
expansion oligoclonal de linfocitos T CD8+ CMV con fenotipo de memoria
altamente diferenciado (CD45RA+CCR7-CD28- CD57+) ha llevado a
relacionar también al CMV con el proceso de senescencia inmunitaria o

inmunosenescencia (128). Esta se caracteriza por una reduccion de los
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niveles de células naive, la acumulacion clonal de células T de memoria
CD28 -, y una disminucion en la capacidad proliferativa (128,129). De hecho,
hay estudios longitudinales que indican que CMV esta asociado con un
grupo de parametros inmunes denominado fenotipo de riesgo inmunoldgico,
gue predicen un aumento de la mortalidad en individuos mayores de 80 afios
de edad (129,130). Ademas de seropositividad a CMV, los pardmetros que
comprenden dicho fenotipo de riesgo inmune incluyen la inversion del
cociente CD4/CD8 debido al aumento de células T CD8+, el aumento de
linfocitos T CD8+ CD28- altamente diferenciados, la presencia de
expansiones clonales de células T CD8+, y la reduccion de la proliferacion
estimulada por mitégenos (129,130). Ademas, este aparente dominio de la
respuesta inmune por CMV puede obstaculizar las respuestas a otros
patdégenos, como se sugiere por los resultados que la seropositividad CMV
se asocia con menores tasas de éxito para la vacunacion del virus de la gripe

y es un cofactor que aumenta la progresion a SIDA (9).

Aunque en principio se pensd que el establecimiento de una poblacion de
células T de memoria en respuesta a una infeccion viral comprendia un
periodo de expansién durante la fase aguda inicial de la infeccion, seguido
por una fase de contraccion una vez que la infeccion desaparece, varios
estudios han revelado que la respuesta de células T humanas contra la
infeccion latente por CMV muestra expansiones y contracciones continuas
similares a las observadas durante la fase aguda de la infeccién, aunque en
niveles inferiores (131). Estas fluctuaciones fueron sincrénicas no sélo entre
los epitopos de CMV, sino también entre los antigenos de CMV y con las
respuestas a los antigenos latentes y liticas del virus de Epstein-Barr (VEB)

(131). La ausencia de CMV detectable indico que la reactivacion periodica
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de estos virus persistentes era poco probable que provocara las
fluctuaciones observadas de células T. Por tanto, dichas fluctuaciones
fueron atribuidas a un efecto generalizado de la infeccién por CMV sobre la
dinamica de poblaciones de células T especificas a CMV-y VEB (inmunidad

heterdloga) (131,132).

(I) Las células T CDA4+.

Cada vez hay mas evidencia de que las células T CD4+ también son una
parte integral de la lucha contra las infecciones por CMV (133,134). En
ratones infectados con MCMV, el agotamiento selectivo de células T CD4+
dio lugar a un aumento de la incidencia de la infecciébn por MCMV recurrente

(93).

La importancia de las células T CD4+ también se extiende al mundo del
trasplante. Los bajos niveles de células T CD4+ CMV especificos se
correlacionan significativamente con la susceptibilidad a complicaciones
infecciosas con CMV en los receptores de trasplante de pulmén (135).
Después del trasplante renal, se ha demostrado que los sintomas clinicos
de CMV estén precedidos por una disminucion en los niveles de células T
CD4+ CMV especificas y un aumento en la carga viral, lo que sugiere que
los niveles de células T CD4+ CMV especificas pueden ser predictivos de
enfermedad asociada a CMV (136). En los receptores de TPH, la presencia
de una sefal detectable de células T helper (Th) CD4+ de respuesta se ha
asociado con proteccién contra la enfermedad por CMV (48) y la evidencia
sugiere que la recuperacion de células Th CD4+ CMV-especificas es

necesaria para la reconstitucion endégena de las células CD8+ (137).
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Al igual que ocurre con los linfocitos T CD8+ CMV especificos, un alto
porcentaje de células T de CD4+ se encuentran comprometidos en la
inmunidad frente a CMV en individuos seropositivos sanos. Los individuos
expuestos a CMV dedican una mediana del 9,1% de su de poblacién de

células T CD4+ memoria circulantes a este virus (121).

El analisis de la especificidad de la respuesta de células T CD4+ especifica
a CMV ha revelado un amplio reconocimiento de antigeno viral.
Tradicionalmente, el papel de las células T CD4+ en la infeccion latente se
considerd indirecta, mediante el suministro de linfocitos T helper en el
mantenimiento de la respuesta de anticuerpos especificos frente al virus y
en la expansion de las poblaciones de células T CD8+ (112). Sin embargo,
los estudios apoyan un papel directo de las células T CD4+ CMV especificas
en el control de la infeccién al matar las células infectadas por el virus. Los
linfocitos T CD4+ gB-especificos con actividad citotoxica tanto de individuos
seropositivos sanos como de mujeres embarazadas se han ampliado con
éxito in vitro (122). Ademas, la adquisicion de actividad citolitica directa por
células T CD4+ pp65-especificos ha demostrado que se producen como una
funcién del estado de diferenciacion. La evidencia del papel citolitico directo
para CTL CD4+ gB especifica in vivo procede de un estudio en el cual
células T CD4+ directamente purificadas de sangre periférica secretaban
granzima B en respuesta a células gliales que expresaban gB enddgena

(138).
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Monitorizacion de la respuesta mediada por células T especificas de CMV:

Predecir la aparicion de enfermedad clinica por CMV (ECMV) en pacientes es dificil y
necesita pruebas de diagnostico rapidas y precisas para el adecuado diagnéstico y
manejo de la ECMV post-trasplante (4). El diagnostico de la ECMV se realiza de acuerdo
a signos clinicos y sintomas junto con la deteccion de laboratorio de CMV (antigeno o
carga viral) en sangre y/o su aislamiento en en el érgano afectado (6,9,10). En la
actualidad, las técnicas de replicacion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativas
se utilizan habitualmente para determinar las cargas de CMV y tiene un papel importante
en el manejo clinico de los pacientes trasplantados. Sin embargo, la enfermedad por
CMV activa no siempre se correlaciona con la deteccion de la carga viral, haciendo que
una no desdefiable parte de pacientes con carga viral detectable no lleguen a desarrollar
enfermedad sintomatica y por tanto sean tratados innecesariamente con farmacos
antivirales y expuestos a posibles efectos secundarios (9). Como se ha descrito
previamente, las células T CD8+ especificas de antigeno son cruciales en la respuesta
inmune contra el CMV. Esto ha hecho que una parte de la investigacion se haya
centrado en la evaluacién en la practica clinica de técnicas capaces de evaluar la
inmunidad celular tras el reciente desarrollo de estudios que enumeran y evaltan el
fenotipo y funcion de las células T especificas a CMV de modo fiable para complementar

a la determinacién de ADN por PCR.

La medida de la respuesta inmune celular frente a CMV permite determinar la capacidad
de las células T de responder a la reactivacion de CMV. Hay diferentes métodos de
medida y cuantificacion de linfocitos T CD8+ y CD4+: uso de multimeros HLA-péptidos

de CMV, ELISPOT, QuantiFERON-CMV (QF-CMV) y marcaje intracelular.
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A. Multimeros HLA-péptido: Esta técnica cuantifica el nUmero de células T CMV-

especificas. La combinacion con anticuerpos monoclonales dirigido a
marcadores de superficie (CD4, CD8, CD45RA, CCR7) o a citoquinas
intracelulares (IFNg, TNFa, IL.-2) da una informacion muy completa sobre la
respuesta T CMV-especifica.

B. ELISPOT: Esta técnica detecta el IFNy liberado tras la estimulacién de las
células mononucleares de sangre periférica con péptidos de CMV. La técnica
ELISPOT no distingue entre T CD4+ y T CD8+ y sdlo puede evaluar un Unico
marcador funcional (IFNy o TNFa, habitualmente).

C. Marcaje intracelular (ICS): Basada en la citometria de flujo, detecta la produccion

y acumulacion de citoquinas en el reticulo endoplasmaético tras la estimulacion
celular con péptidos de CMV o lisado viral. ICS puede ser empleado en
combinacién con técnicas de inmunofenotipado mediante marcadores de
superficie asi como con multimeros HLA-péptido para detectar respuesta
antigeno especifica.

D. QuantiFERON-CMV: Determina la produccién de IFNy por los linfocitos T CD8+

CMV-especificos frente a epitopos inmunogénicos de CMV (contenidos en IE-1,

IE-2, pp65, pp50, ppl50, gB, US2, US6, UL16 y UL18). El IFNy se detecta en el

plasma tras centrifugar y se cuantifica mediante ténica de ELISA.
De todos ellos, el QF-CMV presenta una serie de ventajas: esta aprobado por la Agencia
Europea del Medicamento, esta estandarizado (tiene un cut-off definido), es sencillo,
requiere minima manipulacién, rapidez en los resultados y, desde un punto de vista de
aplicacifion clinica, es facilmente automatizable (3,139,140). Sin embargo, también
presenta algunas desventajas, como que soélo determina la inmunidad mediada por
linfocitos T CD8+ y no CD4+, ademas de que solo cuantifica la produccion de IFNy y no

de otras citoquinas importantes como TNFa o interleuquina-2.
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Las diferencias entre los distintos métodos de estudio de la respuesta mediada por

células T se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3. Métodos inmunoldgicos para el estudio de la respuesta mediada por los
linfocitos T frente CMV (Tomado de Cantisan et al. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2011) (139)
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Tratamiento de la enfermedad por CMV

Tres farmacos que actlian inhibiendo la ADN-polimerasa del virus han demostrado ser
eficaces en el tratamiento de la enfermedad organica por CMV: ganciclovir, foscarnet y
cidofovir. Otro farmaco, el valaciclovir, parece retrasar el tiempo hasta la progresiéon de
la retinitis en pacientes con retinitis por CMV. El fomivirsen, un inhibidor complementario
del CMV, se puede usar para el tratamiento de la retinitis por CMV por inyeccion
intraocular directa en el humor vitreo. En la actualidad, los farmacos de eleccion en el
tratamiento de la enfermedad por CMV son el ganciclovir intravenoso y el valganciclovir
oral. Se han usado para tratar muchas formas de enfermedad por CMV en pacientes

con SIDA y otros cuadros de inmunodepresion, por ejemplo, receptores de trasplante

(9).
GANCICLOVIR

El ganciclovir es un analogo nucleosidico de la guanosina y homoélogo del
aciclovir, y fue el primer farmaco antiviral que se mostré eficaz en el tratamiento
de la enfermedad por CMV en seres humanos. Inhibe todos los virus herpes y
bloguea la transformaciéon de los linfocitos normales de la sangre del cordén
umbilical por el VEB. Para adquirir actividad antiviral, el ganciclovir necesita ser
fosforilado. El ganciclovir trifosfato es un potente inhibidor de la enzima ADN
polimerasa del CMV, e inhibe de forma competitiva la incorporacion del
desoxiguanosintrifosfato a la cadena del ADN viral en formacion. Tras la escision
del pirofosfato, el ganciclovir monofosfato se incorpora al extremo de la cadena

del ADN viral en formacion, lo que enlentece la replicacion.

La semivida del ganciclovir trifosfato en las células infectadas por el CMV es de
16,5 horas, frente a las 2,5 horas del aciclovir trifosfato. Aunque el ganciclovir

trifosfato no es un inhibidor tan eficaz de la ADN-polimerasa del CMV como el
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aciclovir trifosfato, esta concentracion de ganciclovir trifosfato en las células
infectadas por el CMV es 10 veces superior a la concentracién de aciclovir
trifosfato. La elevada concentracion de ganciclovir trifosfato y su prolongada
semivida intracelular hacen que el ganciclovir sea un inhibidor mas eficaz de la

replicacion del CMV in vivo que el aciclovir.

El valganciclovir es el éster valina del ganciclovir; tiene una biodisponibilidad oral
mucho mayor que el ganciclovir (se absorbe alrededor del 68%, frente al 6-8%
del ganciclovir oral). Una valina esterasa presente en la mucosa intestinal

humana escinde la valina, y el ganciclovir entra en el torrente circulatorio.

Los efectos adversos mas frecuentes son neutropenia y trombocitopenia,
elevacién de creatinina, fiebre, vémitos y diarrea. El valganciclovir ha sustituido
en gran medida al ganciclovir, debido a su mejor biodisponibilidad y comodidad

(9,141).

FOSCARNET

El foscarnet es un andlogo de pirofosfato que se une directamente a la ADN
polimerasa del CMV y de otros virus herpes. Actia como inhibidor competitivo y
reversible que no se incorpora a la cadena de ADN viral en formacion. Este
farmaco debe encontrarse en concentraciones elevadas en el interior de las
células para permanecer en contacto con la ADN-polimerasa e inhibir su
actividad. Cuando la concentracién intracelular de foscarnet disminuye, ya no se
fija a la ADN-polimerasa y se reinicia la sintesis de ADN viral. Las cepas de CMV

resistentes al ganciclovir siguen siendo sensibles al foscarnet.

El foscarnet se asocia a nefrotoxicidad y toxicidad metabdlica significativas. La
insuficiencia renal, la hipomagnesemia y la hipofosfatemia son consecuencias

graves del tratamiento con foscarnet que se pueden prevenir de forma eficaz
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mediante el control estrecho de las concentraciones séricas de creatinina y con
la administracion por via oral de suplementos de magnesio, calcio y fosfato.
Otros efectos secundarios frecuentes son: fiebre, vomitos, diarrea, anemia,

granulocitopenia, cardiotoxicidad, dafio neuroldgico y hepatotoxicidad (9,141).

CIDOFOVIR

El cidofovir es un andlogo nucleotidico de la citosina que tiene una elevada
actividad antiviral frente al CMV in vitro. Las enzimas celulares transforman el
cidofovir en cidofovir trifosfato, que es el inhibidor activo de la ADN-polimerasa
viral. El cidofovir trifosfato tiene una semivida intracelular larga, por lo que se
administra s6lo una vez por semana. La dosis maxima tolerada es de 5 mg/kg
semanales por via intravenosa. Esta dosis se administra semanalmente durante
2 semanas como tratamiento de induccioén, y luego una vez cada 2 semanas. El
cidofovir ha de administrarse junto con probenecid oral antes de cada dosis
intravenosa para evitar la toxicidad renal (impide la captacién del cidofovir y

preserva las células del tubulo renal de la lesién degenerativa) (9).

El principal efecto téxico del cidofovir se debe a su absorcién por las células del
tubulo contorneado proximal (9). Otros efectos secundarios frecuentes son:

fiebre, alopecia, erupcion cutanea, tos, disnea y dafo ocular y digestivo (141).

NUEVOS AGENTES: Se relegan a casos de resistencia a ganciclovir.

Brincidofovir: inhibe la ADN polimerasa del CMV y es activo frente a
virus ADN bicatenarios. Se administra via oral y su principal efecto
adverso es diarrea. No presenta interacciones relevantes y ya se han
descrito mecanismos de resistencia mediante mutaciones en UL54. No

se ha comparado con ganciclovir en profilaxis y ha sido eficaz en

50



La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

tratamiento de enfermedad por CMV resistente a ganciclovir en cuatro de

cinco pacientes con trasplante renal (142).

Letermovir: Inhibe el complejo terminasa de CMV. Su administracién es
oral, no tiene interacciones y el mecanismo de resistencia se debe a
mutaciones en UL56. No se ha comparado frente a ganciclovir. Hay un
informe de éxito en tratamiento en un paciente con enfermedad

diseminada por CMV resistente a ganciclovir. (142).

Maribarir: Inhibe la encapsulacion viral. También es de administracion
oral y puede alterar el gusto. A diferencia de los anteriores, aumenta los
niveles de tacrolimus y everolimus. El mecanismo de resistencia se debe
a mutaciones en UL97 y UL27. No ha demostrado no inferioridad frente
a ganciclovir en profilaxis en trasplante hepatico y en tratamiento ha sido
eficaz en cuatro de siete pacientes con trasplante de 6rgano sélido y que
presentaban enfermedad por CMV resistente a ganciclovir. Por otro lado,
se ha comunicado la aparicion de resistencia al tratar un paciente con

viremia alta (142).

La duracion optima del tratamiento debe ser individualizada y guiarse mediante
monitorizacion semanal de la viremia y seguimiento clinico de respuesta a tratamiento.
Asi, el tratamiento debe mantenerse hasta la resolucion de los sintomas clinicos y de la
erradicacion viral, ya sea a través de la carga viral o de la antigenemia, en una o dos
muestras tras, al menos, dos semanas de tratamiento (142). Una vez terminado el
tratamiento, se debe valorar la realizacion de profilaxis secundaria mediante

valganciclovir 900 mg una vez al dia de uno a 3 meses (142).
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Estrategias de prevencion de la enfermedad por CMV

Las dos principales estrategias para la prevencion de la enfermedad por CMV en el
paciente trasplantado son la profilaxis universal y el tratamiento anticipado. La profilaxis
universal consiste en administrar un antiviral eficaz a todos los pacientes de riesgo,
aunque no exista sospecha clinica ni datos microbiol6gicos de infeccion. El tratamiento
anticipado consiste en el inicio de tratamiento antiviral en aquellos pacientes que
presenten replicacién asintomatica de CMV, detectada por la monitorizacién regular en
sangre mediante PCR o antigenemia. Una vez que la replicacién viral alcanza un
determinado umbral se inicia tratamiento antiviral para prevenir la progresién a una
enfermedad sintomatica. Ambas estrategias, comparadas con placebo, son eficaces en
la prevencion de la enfermedad por CMV en los receptores de TOS segun varios

metaanalisis (143).

La profilaxis universal presenta el beneficio de prevenir potencialmente la reactivacién
de otros herpesvirus, asi como evitar la aparicion de efectos indirectos y la necesidad
de obtencion de muestras repetidas para cuantificar la carga viral o antigenemia. Sin
embargo, la exposicién prolongada a farmacos antivirales puede suponer un mayor
riesgo de apariciéon de resistencias y de toxicidad relacionada con el tratamiento antiviral.
Ademas, la profilaxis universal se ha relacionado con la aparicién de enfermedad tardia
por CMV debido, probablemente, a un déficit en el desarrollo de inmunidad celular
especifica frente al virus (143). Por otro lado, la terapia anticipada permite disminuir el
coste y la toxicidad de los farmacos antivirales, y permite el desarrollo de inmunidad
celular especifica evitando el desarrollo de enfermedad tardia por CMV (144). Sin
embargo, esta estrategia s6lo puede realizarse si se asegura una monitorizacion
estrecha de la replicacion viral. Sus ventajas e inconvenientes se resumen en la Tabla

4.
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Tabla 4: Ventajas e inconvenientes entre profilaxis universal y tratamiento

anticipado (144)

Estrategia Ventajas Inconvenientes
e Disminucion de incidencia de e Aparicién de enfermedad tardia
o enfermedades oportunistas e Mayor incidencia de resistencia
Profilaxis ) ] o .
e Aumenta supervivencia del injerto antiviral
e Disminuye episodios de rechazo e Mayor riesgo de leucopenia

_ e Enfermedad tardia excepcional.
Tratamiento
o e Menores efectos secundarios e Logistica complicada
anticipado
e Menor coste

Los avances en el conocimiento del control inmunolégico de la infeccion por CMV se
van aplicando progresivamente a la clinica. En la actualidad se esta evaluando de forma
experimental la potencial utilidad de la determinaciéon de la respuesta celular CMV-
especifica para personalizar la profilaxis segin parametros individuales (profilaxis
inmunoguiada) en el trasplante. Asi, se estan investigando varios marcadores
inmunolégicos para poder utilizarlos en esta indicacién: la cuantificacion y fenotipo de
los linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos frente al CMV y su funcionalidad midiendo

IFNy (QF-CMV, ELISPOT, interferdn intracelular) (145).

En un trabajo publicado recientemente por Cantisan (3), se ha demostrado cémo el
analizar la inmunidad especifica frente a CMV mediada por los linfocitos CD8+ mediante
el interferén gamma (IFNy) a través del kit comercial QuantiFERON-CMV® (QF) en el
candidato a trasplante permite predecir el riesgo de replicacion de CMV post-trasplante.
Ademas, segln los resultados publicados recientemente de un estudio de cohortes
prospectivo en pacientes TOS de alto riesgo para el desarrollo de enfermedad por CMV
(ECMV) tardia (D+/R-), el ensayo QF-CMV (realizado al finalizar la profilaxis, a las 4 y
ocho semanas) permitiria identificar y estratificar a los pacientes en: riesgo bajo (QF-

CMV reactivo), medio (QF-CMV no-reactivo) y alto (QF-CMV indeterminado). Estos
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resultados esperanzadores, permitirian abrir la puerta a discriminar un grupo de
pacientes que se beneficiarian bien de profilaxis bien de terapia anticipada frente a CMV
en el candidato a trasplante o de monitorizacién estrecha de la reactivaciéon de CMV,
pudiendo disminuir asi la incidencia de complicaciones tanto por la infeccion como por

el tratamiento (140).
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Replicacién de CMV en el paciente critico inmunocompetente

Los virus juegan un importante papel dentro de las infecciones graves en los pacientes
adultos, siendo, en ocasiones, responsables directos de hospitalizacion y de ingreso en
unidades de cuidados intensivos, especialmente en casos de sindrome de distrés
respiratorio del adulto y/o encefalitis. Las infecciones por virus influenza y parainfluenza,
virus sincitial respiratorio, herpes virus y adenovirus son las que mas frecuentemente

motivan esto ingresos.

En los ultimos tiempos se esta estudiando al paciente critico, clasicamente considerado
inmunocompetente, como sujeto en riesgo de reactivacion del CMV. Por ejemplo, en
situaciones de sepsis, se produce una cascada de citoquinas que son capaces de
reactivar el CMV. La reactivacion (y no la infeccion primaria) es la causa de infeccion en
el paciente critico (0% en el seronegativo y del 13-65% en el seropositivo) (2,146—148).
Ademas, el CMV se ha implicado en la neumonia asociada a ventilaciébn mecéanica
(NAV), y aunque la etiologia més frecuente sea la bacteriana, debe tenerse en cuenta
en especial en los casos de mala y prolongada evolucion sin aislamiento microbiol6gico

(149).

Alteraciones inmunoldgicas en el paciente critico

La sepsis grave y el shock séptico son la causa no cardiol6gica mas frecuente de ingreso
en UCI. La sepsis en si misma provoca una inmunosupresion profunda, y asi puede
empeorar la inmunidad, no sélo en los pacientes ya inmunocomprometidos sino también
en pacientes previamente sanos (150). La sepsis induce mudltiples efectos en la
inmunidad innata y adaptativa incluyendo la deplecion de las células efectoras inmunes
(linfocitos y células dendriticas) mediante apoptosis, la desactivacion del monocito, el
agotamiento de las células T, el aumento de las células supresoras derivadas de la serie

mieloide y de células T reguladoras (151). Cabe destacar que alteraciones inmunes
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similares también se han encontrado en pacientes politraumatizados, quirtrgicos, o
asociados a tratamientos habituales en la UCI (ventilacion mecanica, transfusién de
hemoderivados, corticoesteroides, farmacos vasoactivos como las catecolaminas...)
(152). Como resultado, el paciente de UCI se vuelve mas vulnerable a la infeccion
nosocomial. Esta inmunosupresion puede explicar cdmo, en pacientes de trasplante de
higado que desarrollaron infecciones potencialmente mortales, la suspension de la
medicacién inmunosupresora no produjo rechazo de trasplante como cabria esperar.
Asi, s6lo una pequefia minoria precisd la reintroduccién de inmunosupresores al
presentar indicios leves de rechazo de 6rgano y llegando a reducirse la dosis del

farmaco inmunosupresor hasta en un 50% (153).

Incidencia de reactivacion de CMV en el paciente critico

La incidencia de la reactivacion de CMV en el paciente inmunocompetente critico ha
sido estudiada en varios metaandlisis por Kalil en un 30%, variando entre 22 y 42%
(146), por Heininger en un 40 % si hay sepsis (147) y por Osawa en un 32-33% (2). En
un reciente estudio de Frantzeskaki, la reactivacion por CMV se objetivo en el 14 % de
80 pacientes (154). Estas diferencias pueden explicarse tanto por el momento de la
monitorizacién como por el tipo de muestra empleada. La incidencia de reactivacion de
CMV puede verse infraestimada si la toma de la muestra se realiza precozcomente ya
que ésta no ocurre inmediatamente sino normalmente entre la primera y tercera semana
tras el ingreso en UCI (155-157). Ademas, diversos estudios sugieren que la
reactivacion de CMV parece ocurrir mas precozmente, con mayor frecuencia e
intensidad en el pulmén, observandose una incidencia de reactivaciébn mas alta si la
muestra empleada es el lavado broncoalveolar en lugar de sangre periférica (155,158).
Asimismo, parece haber diferencias en funcién de la patologia que motivo el ingreso en
UCI, ya que en unidades coronarias la reactivacion de CMV alcanza solamente el 4%

(159). Limaye observo cdmo la etiologia de ingreso parece influir en la reactivacion de

56



La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

CMV, siendo posiblemente mayor el riesgo en las unidades de quemados y politrauma

gue el que presentan los pacientes coronarios 0 médicos (157).

Inicio de reactivaciéon del CMV

El tiempo medio de inicio tras el ingreso en UCI de la infeccién varia entre los 4 y 28
dias si la replicacion viral se establece mediante antigenemia o entre los 4 y 12 dias, si
se emplea PCR. En un estudio que compar6 ambos métodos diagndsticos también
corrobora la mayor superioridad en la deteccion precoz de la PCR sobre la antigenemia,
con una mediana de 4 dias vs 11 dias, respectivamente (2). Este momento de aparicion
de la reactivacién por CMV sugiere que se deba por la propia activacién del sistema

inmune (148).

Factores de riesgo para reactivacion de CMV

Tanto Limaye et al (148) en su metaandlisis como en una revisidbn mas reciente de Al-
Omari et al (141) han establecido que la gravedad del paciente (evaluada mediante la
escala APACHE, SOFA y SAPS), el sexo o la edad, no se asociaron con un aumento
del riesgo de reactivacion del CMV. Si que parece relacionarse la necesidad de
ventilacion mecanica al ingreso (OR 8,5; con un intervalo de confianza al 95% de 1,1-
66,5 en viremias superiores a 1000 copias/mL), distrés respiratorio, neumonia
bacteriana o sepsis bacteriana (157). Por tanto, aunque los datos sean limitados no
parece ser un simple marcador de gravedad en este contexto (2,154,160,161). Por otro
lado, la transfusién de hemoderivados, especialmente en las primeras 24 horas de inicio
del cuadro clinico, si que parece ser un importante factor de de riesgo para el desarrollo
de enfermedad por CMV, relacionandose especialmente en el momento de transfusion
y la cantidad de concentrados de hematies transfundidos (141,157). También el tipo de
ingreso puede asociarse a reactivacion de CMV, siendo mayor en quemados y

politraumatizados (157).
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Reactivacion del CMV y Neumonia asociada a la ventilacion mecanica

Aunque la neumonia por CMV es una manifestacion cinica frecuente y bien conocida en
los pacientes inmunocomprometidos, en el paciente critico inmunocompetente es un

reto diagndstico, especialmente si la intubacion se debe a otro motivo (141).

Existen varios trabajos publicados que tratan de documentar la incidencia real de
neumonia asociada a la ventilacion mecanica (NAV) causada por CMV (162,163).
Papazian observé hallazgos anatomopatolégicos compatibles con neumonia por CMV
en el 29,4% de 85 pacientes diagnosticados de sindrome de distrés respiratorio del
adulto con sospecha de NAV y con cultivos negativos (162). Posteriormente, demostro
por biopsia in vivo, una alta incidencia de neumonia por CMV (30%) y una baja
rentabilidad diagnéstica tanto de PCR como de cultivo de BAL (sensibilidad del 53% vy
especificidad del 92%) en una poblacién de 100 pacientes (163). En un estudio
conducido por Chiche, la incidencia de enfermedad activa por CMV de un 16,1% en una

poblacion de 242 pacientes inmunocompetentes ventilados mas de 48 horas (164).

Por todo ello, en los dltimos afios ha aumentado la sospecha de que CMV sea
responsable de episodios de NAV con infiltrados persistentes, sin mejoria clinica y

cultivos bacterianos negativos.

Reactivacion del CMV y pronéstico

Existe discordancia en la literatura respecto a la influencia de la reactivaciéon de CMV en
el prondstico de los pacientes criticos inmunocompetentes. Se ha encontrado disfuncion
organica hepatica en un estudio y renal en otros dos, con diferentes porcentajes.
Respecto a la estancia en UCI, en 6 estudios se ha encontrado mayor duracion del
ingreso en UCI en aquellos pacientes con replicacion del CMV (22-48 dias vs 33 — 69
dias, p< 0,05 en cada estudio por separado) (149). También parecen precisar mas dias

de ventilacion mecéanica aquellos pacientes con replicacion viral (13-24 dias vs 21-39
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dias) (2). Respecto a la mortalidad, Kalil en su metandlisis también encuentra relacion
con la mortalidad (OR 1,81; p=0,0003) (Tabla 5) (165). En cambio, Heininger no
encontré diferencias significativas ni en mortalidad bruta ni ajustada a gravedad de la
enfermedad de base, shock séptico o duracion de la estancia en UCI (147). En tres

trabajos posteriores se ha encontrado relacion del CMV con la mortalidad (161,166,167).

Tabla 5. Metaanalisis de exitus y reactivacion de CMV (Adaptado de Kalil et al. Crit

Care. 2011) (165).

. Resultados individuales Exitus/Total
Estudio y afio

OR IC 95% p CMV + CMV -
Domart 1990 2,18 0,93-5,13 0,0731 16/29 31/86
Kutza 1998 0,62 0,13-2,88 0,54 7111 17123
Heininger 2001 2,16 0,71-6,58 0,1744 11/20 13/36
Cook 2003 2,76 0,74-10,35 0,1321 5/10 25/94
Jaber 2005 2,64 1,04-6,669 0,0412 20/40 11740
Mueller 2006 3,06 0,53-17,46 0,2091 5/8 6/17
Limaye 2008 0,21 0,03-1,72 0,1465 1/39 9/81
Ziemann 2008 3,26 1,11-54 0,0312 10/35 7164
Chiche 2009 2,08 1,04-4,17 0,0396 23/39 83/203
Heininger 2011 1,08 0,44-2,65 0,8608 13/35 18/51
Total 1,81 1,31-2,50 0,0003 111/ 266 220/ 695

CMV, Citomegalovirus; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza

Estudio y ano OR e Intervalo de confianza 95 %

Domart 1990 =
Kutza 1998 &
Heininger 2001 ' o
Cook 2003
Jaber 2005 =
Mueller 2006 - . |
Limaye 2008 K !
Ziemann 2008 &
Chiche 2009
Heininger 2011 -
Total

L3
2k

01 02 0.5 1 2 5 10
No infeccién CMV Infeccién CMV
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Existen estudios experimentales que demuestran cémo la administracion de ganciclovir
en ratones inmunocompetentes con sepsis evito la reactivacion de CMV vy el desarrollo
de fibrosis pulmonar. Dos pequefios estudios retrospectivos con subgrupos de pacientes
gue recibieron antivirales activos frente a CMV obtuvieron resultados no concluyentes
(168,169) y no hay datos en la actualidad que avalen la utilidad y eficacia de tratar
anticipadamente el CMV en el paciente inmunocompetente critico (2). El uso de
tratamiento antiviral profilactico anti-CMV en todo paciente critico en la actualidad no
esta indicado (no es practico, plantea problemas tanto logisticos como de coste y la
relacion riesgo-beneficio no es clara) y adn se encuentra n en desarroolo varios ensayos
clinicos (141). Un enfoque mas prudente consistiria primero en identificar a los pacientes
de alto riesgo de desarrollar infeccion por CMV y administrar profilaxis. Para poder
clasificarlos en estos grupos de alto riesgo, se podrian emplear bien criterios clinicos
como podria ser la sepsis, la fiebre persistente o la hemotransfunsion, bien tratar sélo
aquéllos donde haya viremia de CMV. Un tercer enfoque podria consistir en identificar
a los pacientes que se encuentren mediante la evaluacion de la respuesta celular frente
a CMV en riesgo inmunoldgico de reactivacion de CMV, por ejemplo, mediante la
medicion de la inmunidad celular especifica, ya directamente mediante inmunofenotipo
ya segun los niveles IFNy. En cualquier caso, son necesarios ensayos clinicos que nos
permitan conocer tanto el impacto real de CMV en el prondstico clinico como el

hipotético beneficio de un tratamiento profilactico.
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Hipotesis de trabajo y objetivos del estudio

Hipotesis de trabajo

e La respuesta funcional de los linfocitos T CD8+ CMV-especificos se asocia con
el desarrollo de replicacion de CMV en pacientes criticos seropositivos frente a

CMV.
Objetivo principal

e Estudiar si el nivel de produccién de IFNy, liberado por los linfocitos T CD8+
CMV-especificos, se asocia con el riesgo de replicaciéon de CMV en el paciente

critico inmunocompetente.
Objetivos secundarios

e Determinar la incidencia de reactivacion de CMV en el paciente critico
inmunocompetente.

e Estudiar los factores de riesgo clinicos relacionados con la reactivaciéon de CMV
en el paciente critico inmunocompetente.

e Estudiar los factores pronésticos del paciente critico inmunocompetente que

presenta reactivacién de CMV.
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Material y método

Poblacién de estudio y disefio

Para conocer los factores asociados a replicacion y la relacion con el IFNy hemos
realizado un estudio prospectivo de cohortes en el Hospital General Universitario de
Ciudad Real (HGUCR) y el Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba (HURS) entre

los meses de diciembre de 2012 y agosto de 2013.

El Hospital General Universitario de Ciudad Real es un hospital publico de tercer nivel
del Servicio de Salud de Castilla — La Mancha (SESCAM). Cuenta con hasta 600 camas
y 24 camas de Cuidados Intensivos. El Hospital Universitario Reina Sofia de Cordoba
es un centro publico del Servicio Andaluz de Salud (SAS). Dispone de 1.300 camas en

total, de las cuales 50 son de Cuidados Intensivos.
Criterios de inclusion:

1) Pacientes mayores de 18 afios inmunocompetentes

2) Seropositividad IgG frente a CMV

3) Supervivencia estimada mayor de 3 dias

4) Ausencia de inmunodeficiencia congénita o adquirida

5) No tratamiento corticosteroideo en el mes previo al ingreso.

6) Ausencia de hemotransfusion en la semana previa al ingreso.

7) Aceptacion de participar en el proyecto, bien el mismo o sus familiares segun la

situacion clinica del paciente.
Esquema de trabajo:

1) Enlas primeras 24 horas tras el ingreso en UCI:

a) Evaluacion de criterios y consentimiento informado
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2)

3)

4)

b) Extraccién de muestras: serologia para CMV, carga viral CMV y medicion de la
produccién de IFNy por linfocitos T CD8+ especifico para CMV.

Dos veces a la semana: extraccién de plasma para cuantificar la carga viral de CMV.
Los pacientes que presentaron replicacion viral de CMV al ingreso en UCI no se
incluyeron en el estudio.

Recogida de datos en formularios anexos y codificacion en base de datos.

El protocolo de investigacion se aprobd por el Comité Etico de cada centro. El
estudio de desarrollé siguiendo la Declaracion de Hensinki y sus modificaciones
posteriores. Todos los pacientes (0 sus familiares) prestaron su consentimiento

informado previo a la inclusion en el estudio.

Variables recogidas y definiciones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Demograficas: edad, sexo, procedencia del ingreso.

Antecedentes personales: Hipertension arterial, diabetes mellitus, insuficiencia

cardiaca, cardiopatia isquémica, broncopatia cronica, enfermedad renal crénica.

Duracion de ingreso en UCI vy hospitalario.

Exitus.

Empleo de técnicas de soporte vital: Técnicas de reemplazo renal (hemodiafiltracion

continua, hemodidlisis), ventilacién mecanica invasiva.

Complicaciones:

a) Fracaso renal agudo: definido como creatinina mayor de 1,5 mg/dl en pacientes

con funcién renal normal o aumento de mas del 50% en pacientes con
enfermedad renal crénica o establecimiento de oliguria o anuria.

b) Hepatitis: aumento de transaminasas en mas del 50% del valor normal o
actividad de protrombina menor del 60%.

c) Bacteriemia: presencia cierta de microorganismos en la sangre del paciente,

siguiendo los criterios de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
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7)

8)

9)

d)

e)

f)

Microbiologia Clinica (SEIMC). Se consider6 bacteriemia clinicamente
significativa la presencia en un paciente de sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica y el aislamiento de un microorganismo en un hemocultivo (en 2
hemocultivos con el mismo biotipo para Staphylococcus coagulasa negativos).
(170).

Fungemia: demostracion de crecimiento de hongos en hemocultivos.

Neumonia asociada a la ventilacibn mecénica: presencia de una condensacion

en la radiografia simple de térax junto con evidencia de infeccién local
(secreciones purulentas por el tubo endotraqueal), y sistémica (fiebre y/o
leucocitosis) en paciente intubado y conectado a respirador.

Tragueobronquitis asociada a la ventilacion mecénica: evidencia de infeccion

local (secreciones purulentas por el tubo endotraqueal), y sistémica (fiebre y/o
leucocitosis) sin alteracion en la radiografia de térax en paciente intubado y

conectado a respirador.

Replicacién de CMV: Deteccién mediante PCR de ADN de CMV en sangre, medido

en Ul/mL.

Duracion de replicacién de CMV: dias desde la deteccion de la primera carga viral

hasta que esta se negativiza o es alta de UCI.

Tiempo hasta replicacion: Tiempo (en dias) desde el ingreso en UCI hasta la primera

deteccién de PCR positiva para CMV.

10) QF-CMV-Reactivo: IFNy CMV = 0,20 Ul/mL.

Determinacién de anticuerpos IgG anti-CMV y de carga viral:

1) La serologia para CMV se realiz6 en todos los pacientes en el HGUCR. En los

pacientes procedentes del HURS se realizd una primera serologia en dicho centro,

siendo repetida con posterioridad en el HGUCR para evitar discrepancias. Se

determind mediante un kit comercial de inmunensayo de quimioluminiscencia
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2)

3)

(Architect CMV IgG6C15, Abbott, Sligo, Irlanda) segun las recomendaciones del
fabricante (171).

La carga viral en plasma se realizé en el HUGCR mediante PCR en tiempo real
empleando el kit Abbott RealTime CMV® (Abbott Molecular, lllinois, EEUU) siguiendo
las instrucciones del fabricante (172). La extraccion del ADN se realizdé con 0,5 mL
de plasma empleando el kit de preparacién de ADN Abbott mSample en un equipo
m2000sp (Abbott Molecular, lllinois, USA) y ha continuacion eluido en un volumen
de 70 pL. La amplificacion y deteccion en tiempo real del ADN de CMV se realiz6 en
un equipo m2000rt. El resultado se estandariz6 a unidades internacionales por
mililitro (Ul/mL) siguiendo el Standard Internacional para Técnicas de Amplificacion
de Acidos Nucleicos de HCMV de la Organizacion Mundial de la Salud (NIBSC
09/162). Su umbral de deteccion es de 31,2 Ul/mL (equivalente a 20 copias/mL)
(172,173).

Los médicos responsables del paciente desconocian los valores virolégicos e
inmunolégicos, los cuales se guardaron en una base de datos interna disefiada para
el estudio. Ningun paciente recibi6é tratamiento activo frente a CMV durante el

estudio.

Test QuantiFERON-CMV

El test de QuantiFERON-CMV® (Qiagen, Melbourne, Australia) mide la produccion de

IFNy por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos al ser estimulados, in vitro, por 22

péptidos de CMV (Figura 5) (174). Las personas infectadas por el CMV suelen tener en

la sangre linfocitos CD8+ que reconocen estos antigenos. El ensayo QF-CMV se realiza

en 2 etapas. En la primera se recoge sangre completa en cada uno de los tres tubos del

kit de QF-CMV: tubo de control negativo, tubo de antigenos de CMV y tubo de mitégeno

(control positivo). Los tubos se incuban a 37 °C dentro de las primeras 16 horas
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siguientes a la recogida. Tras un periodo de incubacion de 16 a 24 horas, se centrifugan

los tubos y se mide la cantidad de IFNy (UI/mL) en el sobrenadante.

Figura 5. Test QuantiFERON-CMV (Tomado de Giulieri et al. Expert Rev Mol Diagn

2011) (175)

QuantiFERON®-CMV
assisted analysis
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Un resultado se considera Reactivo cuando el nivel de IFNy, una vez sustraido el
producido en el tubo del control negativo, es mayor o igual a 0,2 Ul/mL, con
independencia de cual sea la produccion de IFNy en el tubo del mitégeno. Un resultado
se considera No-reactivo cuando el nivel de IFNy, una vez sustraido el producido en el

tubo del control negativo, es menor a 0,2 Ul/mL y el del tubo de mitbgeno es menor de

66



La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

0,5 Ul/mL. Una respuesta baja al mitégeno (IFNy<0,5 Ul/mL) junto con una respuesta
baja a los péptidos de CMV indica un resultado Indeterminado. Este resultado puede
darse en situaciones de linfocitos insuficientes, manipulacion incorrecta de las muestras
o incapacidad de los linfocitos del paciente para producir IFNy, como en el caso de los
pacientes que se han sometido recientemente a un trasplante. (175). A efectos del
andlisis, los resultados indeterminados se consideraron como no reactivos. La recogida
de muestras, incubacion y congelacion se realizd en cada centro, mientras que la lectura
e interpretacién de los resultados mediante inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA)

se efectud en el HURS.

Analisis de datos

Las caracteristicas basales de los pacientes en funcién de reactivacion de CMV o de
exitus se compararon mediante la prueba Chi cuadrado (o test exacto de Fisher) si eran
cualitativas y las cuantitativas con el test de U-Mann-Whitney. El estudio de los factores
asociados a replicacién de CMV se han realizado mediante regresion de Cox. Para ello,
se incluyeron variables clinicamente relevantes tras completar el QF-CMV a pesar de
no haber sido significativo en el andlisis univariante. El modelo multivariado se limité a
cuatro factores presentes al ingreso en UCI debido al limitad nimero de eventos o de
pacientes en cada caso. Asi se incluyeron: la edad (afios), SAPS Il al ingreso
(puntuacién), diabetes mellitus (si/no) y QF-CMV (reactivo/no reactivo). EI modelo
incluyé pruebas de colinealidad, interacciones y modelo de riesgos proporcionales.
Evaluamos el QF-CMV como prueba diagndstica calculando su sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (pacientes QF-CMV no reactivos que presentaron
reactivacion) y negativo (pacientes QF-CMV reactivos que no presentaron reactivacion).
Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Para
la realizacién el andlisis estadistico se utilizd el paquete IBM SPSS en su version 15

(IBM, Chicago, EEUU).
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Financiacion:

La financiacion del proyecto ha sido financiada por el Plan Nacional de I+D+1 2008-2011
y el Instituto de Salud Carlos Il (FIS PI111/01236), Subdireccion General de Redes y
Centros de Investigacion Cooperativa, Ministerio de Economia y Competitividad, Red

Espafola de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (REIPI RD 12/0015).

68



La produccién de interferon gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere

proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

Seleccion de

Se evaluaron i

Resultados

pacientes

nicialmente 98 pacientes para ser incluidos en el estudio. Veinticuatro de

ellos fueron descartados debido a las siguientes causas:

1.

2.

Un total de 74

se excluyeron

Alta probabilidad de exitus o alta en los primeros cuatro dias (n=13)
Serologia negativa a CMV (n=4)
Transfusion de hemoderivados (n=4)

Inmunosupresién (n=3)

pacientes firmaron el consentimiento informado. De estos 74 pacientes,

21 debido a que ya existia replicacion de CMV al ingreso en UCI (n=10),

alta precoz inesperada (n=6) y pérdida de seguimiento (n=5). Finalmente, 53 pacientes

se incluyeron en el estudio (Figura 6).

Figura 6. Sele

ccion de Pacientes.

74 pacientes IgG-CMV positiva firmaron consentimiento informado

QF-CMV-R: 63,5% (n=47) QF-CMV-NR: 36,5% (n=27)

21 pacientes excluidos
Reactivacion CMV al ingreso (n=10)
Alta precoz (n=6)
Pérdidas de seguimiento (n= 5)

53 pacientes incluidos para analisis

Reactivacién de CMV No reactivacion de CMV
(n=13: 24.5%) (n=40: 75.5%)
QF-CMV-R QF-CMV-NR QF-CMV-R QF-CMV-NR
(n=3; 24,1%) (n=10; 76,9%) (n=23; 57,5%) (n=17; 42,5%)

Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus; IgG: Immunoglobulina G; QF-CMV-R: QF-CMV-Reactivo;

QF-CMV-NR: Q

F-CMV-No-reactivo.
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Caracteristicas de los pacientes

Se estudiaron 53 pacientes cuyas caracteristicas se resume en la Tabla 6. La mediana
de edad fue de 59,3 afios (rango intercuartilico 46-75). El motivo de ingreso en la Unidad
de Cuidados Intensivos fue quirdrgico en el 66% (n=35), siendo mas frecuentemente
neuroquirurgico (23 pacientes). El 88,7 % (n=47) de los pacientes precisaron ventilacién
mecanica (VM), con una mediana de duracién de 15 dias (rango intercuartilico 10-27,5
dias). La mediana de APACHE-Il fue de 16 (rango intercuartilico 6-26). Veintiocho
pacientes (52,8%) sufrieron shock séptico, 25 (47,2%) fracaso renal agudo y 21 (39,6%)
neumonia asociada a la ventilacion mecéanica. La mediana de estancia en UCI fue de
23,1 (rango intercuartilico 13-36) dias y la mediana de tiempo de hospitalizacién global

fue de 45,3 dias (rango intercuartilico 29-61 dias). Once pacientes (20,7%) fallecieron.

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas de los pacientes

Sexo: Varon b

40 (75,5%)

Edad (afios) ® 64 (20 — 83)
Diabetes mellitus & 10 (18,9%
APACHE Il = 16 (3 — 26)
SAPS 2= 34 (13 -68)
Tipo de ingreso
Wédico b 18 (34%)
Quirdrgico b 35 (66%)
Cirugia urgente & 34 (97 1%)
Tipo de Cirugia
Meurocirugia b 23 (65.7%)
General b 5(14,3%
ORL y Maxilofacial o 2 (5,7%)
Traumatologica b 3 (8,6%)
Urolagica ® 1(2,9%)
Vascular b 1(2,9%)
Ventilacion mecanica (VM) © 47 (88 7%)
Duracién de VM (dias) = 15 (2 — 90)
Hepatitis b 7(13,2%)
Fracaso renal agudo ® 25 (47 2%)
Técnicas de reemplazo renal b 3(5,7%)
Bacteriemia b 25 (47.2%)
Candidemia © 7(13,2%)

MNeumonia asociada a la ventilacion mecanica b

21 (40,4%)

Traqueobronquitis ©

18 (35,3%)

Tragueostomia b

28 (54.9%)

Duracion de ingreso (Dias!=

37 (8 — 132)

Duracién de Estancia en UCI (dias) =

23 (5 90)

Exitus &

11 (20,8%)

3 Media (Rango) ® Recuento {Porcentaje)
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Resultados del test QuantiFERON - CMV

La extraccion del QF-CMV al ingreso del paciente en UCI, nos permitio disponer de los
resultados de los 74 pacientes que inicialmente fueron incluidos. Asi, 44 pacientes

(63,5%) fueron QF-CMV-Reactivos.

De los 53 pacientes que completaron el estudio, el QF-CMV fue Reactivo en 26 (49,1%).
De los 27 restantes, en 25 pacientes (47,2%) fue No reactivo y en 2 pacientes (3,7%)
fue indeterminado, siendo incluidos dentro del grupo de No reactivo de cara al andlisis

estadistico.

El nivel medio de produccion de IFNy de los pacientes con QF-CMV-Reactivo fue de

2,02 Ul/mL (rango intercuartilico 0,8-15,6 Ul/mL).

De los 13 pacientes en los cuales se objetivo replicacién de CMV, en 10 (76,9%) el QF-
CMV fue no reactivo. El tiempo medio de aparicion de replicacion de CMV desde el
ingreso en UCI fue de 38,5 dias (rango 14-63 dias) en el grupo QF-CMV-Reactivo frente

a 14 dias (rango 3-30 dias) en aquellos con QF-CMV-No reactivo (p=0,28).

La sensibilidad y especificidad del QF-CMV fueron del 77% y del 57%, respectivamente.
Su valor predictivo positivo fue del 37% (de los 27 que presentaron QF-CMV-No
reactivo, 10 pacientes presentaron replicacion de CMV en) y su valor predictivo negativo
del 88% (de los 26 pacientes con QF-CMV-Reactivo, no se objetivd replicacion viral en

23 de ellos).
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Caracteristicas de la reactivacion de CMV

Se objetivo la reactivacion de CMV en sangre periférica mediante PCR en 13 de los 53
pacientes, representando el 24,5 % (Tabla 6). En estos 13 pacientes, la mediana de
aparicion de la viremia fue de 14 dias (rango intercuartilico 12-27 dias). La incidencia
acumulada de reactivacion superior a 1.000 Ul/mL fue del 23,1% (3/13 pacientes),
ocurriendo el dia 10 de mediana (rango intercuartilico 7-20 dias). La mediana de carga
viral fue de 384 Ul/mL (rango 32 — 6376 Ul/mL). La carga viral méas alta fue de 42.058
Ul/mL. La mediana de duracion de la viremia fue de 18 dias (rango intercuartilico 8-33

dias).

La frecuencia de reactivacion fue tres veces mayor en los pacientes que presentaron el
test de QF-CMV-No reactivo, alcanzando significacion estadistica (37% frente a 11,5%;
p=0,03). La replicacion aparecioé de mediana al dia 20 (rango intercuartilico 14 — 63 dias)
en los pacientes con QF-CMV-Reactivo frente a 14 dias (rango intercuartilico 14-63

dias) en el grupo QF-CMV-No reactivo, sin alcanzar significacion estadistica (p=0,28).

La mediana de la carga viral maxima de CMV en el grupo de pacientes con QF-CMV-
Reactivo fue de 3.521 Ul/mL (rango intercuartilico 40-6.376 Ul/mL) y en grupo de QF-
CMV-No reactivo 377 Ul/mL (rango intercuartilico 58-520 Ul/mL), sin lograr significacion

estadistica (p=0,39).

No se encontraron diferencias significativas en la duracion de la viremia detectada en
los paciente con QF-CMV-Reactivo (mediana 35 dias, rango intercuartilico 12-57 dias)
comparado frente a los pacientes con QF-CMV-No reactivo (mediana 15 dias, rango

intercuartilico 10 - 24 dias), (p=0,63).

Mediante curvas de Kaplan — Meier, representamos el porcentaje de pacientes a lo largo
del tiempo sin reactivacion de CMV en funcion de si el QF-CMV fue o no reactivo (Figura

7).
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Figura 7. Proporcidn de pacientes sin reactivacion de CMV en funcién del
QuantiFERON-CMV
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Andlisis comparativo emplando curvas de Kaplan-Meier de la supervivencia estimada libre de enfermedad
por CMV en los pacientes con QF-CMV-Reactivo (morado) frente a los pacientes con QF-CMV-No reactivo
(azul). Long rank test p=0,04

En nuestro estudio, se encontré una mayor reactivacion de CMV en aquellos pacientes
que presentaban diabetes mellitus (46,2% vs 10 %, p = 0,009), mayor duracion de la VM
(mediana de 33,42 vs 17,23 dias; p=0,007), precisaron de traqueostomia (p=0,002), su
ingreso fue mas prolongado en UCI (92,3% vs 42,1%; p=0,001) o fueron exitus (20,8%
vs 5%, p=0,017). En cambio, ha sido menor en aquellos pacientes que presentaron QF-
CMV-Reactivo (replicacion de 23,1% vs 57,5%, p=0,031). El resto de caracteristicas de

los pacientes en funcién de la reactivacion se recogen en la Tabla 7.
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Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes en funcion de la reactivacion de CMV

Total Replicacién de CMV
Variable n = 53 (100%) Si No p
n=13 (24,5%) n=40 (75,5%)

Sexo: Varén # 40 (75,5%) 8 (61,5%) 32 (80%) 0,22
Edad (afios) * 59,28 (46-75) 58,54 (43-76) 59,53 (46-64) 0,8
Ingreso médico # 18 (34%) 6 (46,2%) 12 (30%) 0,32
APACHE Il * 16 (6-26) 16,54 (8-26) 15,80 (6-24) 0,6
SAPS 2 * 34,89 (13-68) 37,23 (26,5-46) 34,13 (28-37,5) 0,4
Diabetes mellitus # 10 (18,9%) 6 (46,2%) 4 (10%) 0,009
Complicaciones

Ventilacion mecanica # 47 (88,7%) 13 (100%) 34 (85%) 0,32

Duracion de Ventilacibn mecanica * 21,63 (10-27) 33,46 (21-45) 17,23 (6-22) 0,007

Fracaso renal agudo # 25 (47,2%) 8 (61,5%) 17 (42,5%) 0,22

Bacteriemia # 25 (47,2%) 7 (53,8%) 18 (45%) 0,52

Fungemia # 7 (13,2%) 2 (15,4%) 5 (12,5%) 1,00

me:é?r:)igiaafsomada a la ventilacion 21 (40,4%) 8 (61,5%) 13 (32,5%) 0,18

Traqueobronquitis # 18 (35,3%) 6 (50%) 12 (30,8%) 0,32

Traqueostomia # 28 (54,9%) 12 (92,3%) 16 (42,1%) 0,002
QF-CMV-Reactivo # 26 (49,1%) 3(23,1%) 23 (57,5%) 0,03°
Duracién de ingreso * 45,33 (29-61) 56,17 (31-76) 42 (23-54) 0,9
Duracién de estancia en UCI * 28,15 (13,5-36) 44,08 (31-51) 22,98 (12-26,5) 0,01
Exitus # 11 (20,7%) 6 (46,2%) 5 (12,5%) 0,01

#Expresado como n (porcentaje). Estadistico de contraste: 2Chi cuadrado (o "exacto de Fisher).
*Expresado como mediana (rango intercuartilico). Estadistico de contraste: U-Mann-Whitney

Factores asociados con la reactivaciéon de CMV

A continuacion, se analizaron los factores asociados a reactivacion de CMV en el
paciente critico inmunocompetente mediante regresion de Cox. En dicho analisis se
incluyeron las siguientes variables: edad, SAPS IlI, diabetes mellitus y QF-CMV-
Reactivo. En la regresion de Cox, el test de QF-CMV fue la Unica variable con asociacion
estadisticamente significativa para reactivacion de CMV (HR 0,09; IC 95% 0,02-0,44;
p=0,003). En este caso, la presencia de respuesta celular T CD8+ a CMV (por ejemplo,

siendo el QF-CMV reactivo) al ingreso en UCI se asoci6 a proteccion frente a
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reactivacion por CMV. El resto de factores incluidos en el analisis (diabetes mellitus,

SAPS Il y la edad) no se asociaron a reactivacion de CMV (Tabla 8).

Tabla 8. Factores asociados a reactivacion de CMV por regresion de Cox.

Variable OR p IC 95%
Diabetes mellitus 4,73 0,150 0,57-39,21
SAPS I 1,02 0,470 0,96-1,07
Edad 0,97 0,400 0,92-1,03
QF-CMV-Reactivo 0,09 0,003 0,02-0,44

Mortalidad y CMV

Durante el periodo de estudio fallecieron 11 de los 53 pacientes, representando el
20,8%. Esta limitada mortalidad no nos permitié realizar un analisis multivariante. En el
analisis bivariante los factores de riesgo asociados a mortalidad fueron: el tipo de
ingreso, siendo mayor si el motivo de admision en UCI era por patologia médica en lugar
de quirtrgica (63,6% vs 36,7%, p=0,031), la duracion de la ventilacién mecanica (35 vs
14 dias; p=0,022), el tiempo de ingreso en UCI (35 vs 20,5 dias; p=0,026), duracion de
hospitalizacién global (62 vs 32,5 dias; p=0,014) y la reactivacion de CMV (54,5% vs
16,7%; p=0,015). El resto de caracteristicas de los pacientes referidas a mortalidad se

encuentran recogidas en la Tabla 9.
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Tabla 9. Caracteristicas de los pacientes en funcién de la mortalidad

Total Exitus
Variable n = 53 (100%) Si No p
n=11 (20,8%) n=42 (79,2%)

Sexo: Varén # 40 (75,5%) 7 (63,6%) 33 (78,6%) 0,4
Edad (afios) * 59,28 (46-75) 67 (51-76) 63 (44,5-70,5) 0,4
Ingreso médico # 18 (34 %) 7 (63,6%) 11 (26,2%) 0,03
Cirugia urgente # 34 (64,2%) 3 (27,3%) 31 (92,2%) 0,1
APACHE Il * 16 (3-26) 18 (14-23) 16 (11-19) 0,1
SAPS 2 * 34,89 (13-68) 34 (27-38) 34 (28-38,3) 0,1
Diabetes mellitus # 10 (18,9%) 6 (54,5%) 4 (9,5%) 0,003
Complicaciones

Ventilacién mecanica # 47 (88,7%) 10 (90,9%) 37 (88,1%) 1,0

Dias de ventilacion mecanica * 21,6 (10-27,5) 35 (12-57) 14 (7-24) 0,02

Fracaso renal agudo # 25 (47,2%) 8 (72,7%) 17 (40,5%) 0,06

Bacteriemia # 25 (47,2%) 6 (54,5%) 19 (45,2%) 0,6

Candidemia # 7 (13,2%) 2 (18,2%) 5 (11,9%) 0,6

I’I\Tl]eelér;r:)iz;{i:l.':x#asociada a ventilacion 21 (40,4%) 6 (54,5%) 15 (36%) 03

Traqueobronquitis # 18 (35,3%) 5 (50%) 13 (31,7%) 0,3

Traqueostomia # 28 (54,9%) 9 (81,8%) 19 (47,5) 0,08
Replicacién cuantificable # 13 (24,5%) 6 (54,5%) 7 (16,7%) 0,015
Carga viral inicial (Ul/mL) * 52 (40,5-112,5) 56 (38-370,3) 48 (41-110) 0,4
Carga viral maxima (Ul/mL) * 384 (56,5-1333,5) 412,5 (47- 370 (61-757) 0,5

3023,5)

QF-CMV-Reactivo # 26 (49,1%) 4 (36,4%) 22 (52,4%) 0,3
Duracién de ingreso * 45,3 (29-61) 62 (35-82) 36,5(24,5-52,8) 0,01
Duracién de estancia en UCI * 28,1 (13,5-36) 35 (23-75) 20,5 (12,8-31) 0,026

#Expresado como n y porcentaje. Estadistico de contraste: Chi cuadrado (o exacto de Fisher).
*Expresado como mediana y rango intercuartilico. Estadistico de contraste: U-Mann-Whitney
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Discusion

Los resultados de este estudio observacional prospectivo muestran como la
determinacion de la produccién de IFNy por los linfocitos T CD8+ CMV especificos en
el momento del ingreso en UCI puede ser un buen marcador para la identificacion del

riesgo de reactivacién del CMV en el paciente critico no inmunosuprimido.

En los ultimos afios se ha evidenciado que hasta el 40% de los pacientes criticos
seropositivos frente a CMV presentan reactivacién viral (2,146,147). En algunos
estudios esta replicacion se ha asociado a un aumento del riesgo de complicaciones
como mayor duracion de necesidad de ventilacion mecanica, infecciones nosocomiales,

estancia hospitalaria prolongada e incluso mayor mortalidad (2,154,160,161).

Sin embargo, hasta la actualidad, el estudio de factores clinicos asociados a mayor
riesgo de replicacion viral no ha mostrado resultados concluyentes. Ello ha dificultado la
identificacion de grupos de pacientes de riesgo en los cuales podria estudiarse el

beneficio de la administracion de profilaxis antiviral.

Por todo ello y debido a la heterogenicidad en los factores de riesgo clinicos descritos
para la reactivacion del CMV en estos pacientes, hemos planteado una determinacion
analitica estandarizada que nos permita definir la situacién inmunoldgica frente a CMV.
De esta forma, hemos analizado la produccion de IFNy por los linfocitos T CD8+ CMV
especificos para conocer el valor de esta determinacién en la identificacion de pacientes

criticos no inmunosuprimidos con mayor riesgo de replicacion viral.

Para evaluar dicha produccién de IFNy hemos empleado el test de QuantiFERON-CMV.
Su utilidad para identificar el riesgo de replicacion de CMV ya ha sido demostrada en el
trasplante tanto de progenitores hematopoyéticos como de érgano sélido (3,176,177).

Cantisan et al publicaron que los pacientes CMV-seropositivo trasplantados de 6rgano
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sélido que tenian un QF-CMV-No reactivo antes del trasplante mostraban un mayor

riesgo de replicacion de CMV en el periodo postrasplante (3).

La principal utilidad del QF-CMV en estos pacientes es su alto valor predictivo negativo
de reactivacion de CMV. Por tanto, aquellos pacientes donde el resultado del test sea
QF-CMV-Reactivo se encuentran menor riesgo de replicacién viral y por tanto no estaria

indicada la administracion de profilaxis antiviral frente a la reactivacion del CMV.

En nuestro estudio, Unicamente 10 de los 27 (37%) pacientes con QF-CMV-No reactivo
presentaron reactivacion de CMV. Debido a este bajo valor predictivo positivo
consideramos que la determinacion de QF-CMV no resultaria una herramienta
adecuada para identificar a los pacientes con mayor riesgo dereactivacion de CMV, ya
gque en ese caso el 63% de los pacientes con QF-CMV-No reactivo estarian recibiendo
profilaxis de manera innecesaria. En cambio, la no reactividad del QF-CMV nos
permitiria disefiar una estrategia de deteccién precoz de la reactivacion de CMV y de
tratamiento dirigido mediante la monitorizacion de la viremia (mediante PCR o
antigenemia). Esta estrategia nos permitiria disminuir la morbilidad y evitaria la posible

aparicion de efectos adversos de medicamentos antivirales en el resto de pacientes.

En la actualidad, los estudios realizados sobre la funcionalidad de los linfocitos T CMV
especificos en el enfermo critico son escasos y sus resultados contradictorios. Dos
estudios previos no informaron de ninguna diferencia en cuanto a la funcionalidad de las
células T especificas por CMV en pacientes con y sin reactivacion CMV (155,178).
Posteriormente, los resultados de un estudio de casos y controles, que incluy6 a 31
pacientes sometidos a ventilacibn mecanica, demostr6 que la disminucion de los niveles
de IFNy producido por linfocitos T CD4+ y CD8+ CMV especificos se asocio con la
presencia de la infeccion por CMV activa o el aumento del riesgo de reactivacion viral
posterior, aunque la ausencia de andlisis multivariante hace que no podamos descartar

la posible existencia de factores de confusion (160).
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Los trabajos realizados hasta ahora muestran que, aunque puede ser variable, la
incidencia media de reactivacion del CMV en el paciente critico inmunocompetente es
del 25% (2). Esta variabilidad en la incidencia de reactivacion puede deberse a
diferencias en el tipo de poblacion, de la técnica empleada y de la frecuencia
monitorizacion de la replicacién viral. En nuestra serie, se encontré una incidencia de
reactivacion CMV de 24,5%, que es similar a la incidencia observada en la literatura
(157,161,179). Del mismo modo, la mediana de tiempo de la apariciéon de la viremia en
nuestro estudio fue de 14 dias, que es analoga a la encontrada en estudios previos que
monitorizaron la replicacion viral mediante PCR en plasma (157). En nuestros resultados
no se encontraron diferencias en el momento de inicio, duracién y magnitud de la viremia
a pesar de que la reactivacion era mas frecuente en pacientes de QF-CMV-No reactivo.
Un estudio con una muestra mayor probablemente revelaria las diferencias en estos

aspectos.

De entre los factores clinicos observados, la ventilacion mecénica prolongada se asocio
con un mayor riesgo de reactivacion del CMV, lo cual es consistente con los resultados
descritos anteriormente (147,157). La raz6n para seleccionar un punto de corte de veinte
dias para definir el tiempo de ventilacion mecéanica como prolongada se basé en los
resultados de estudios previos en la mediana de la duracion de la ventilaciébn mecéanica
en pacientes criticamente enfermos con la reactivacion del CMV (147,179). Debido a las
caracteristicas de nuestro estudio, no fue posible establecer una relacion causal entre
la duracién de la insuficiencia respiratoria y reactivacién del CMV. Es posible que estos
resultados sean debidos a que los pacientes que requieren ventilacion invasiva
prolongada sean mas propensos a mostrar reactivacion viral, como se ha observado en
varios estudios que monitorizaban la replicacion viral mediante la monitorizacion de la
presencia de carga viral o deantigeno en el broncoaspirado (156,158). En nuestros

pacientes no hemos vigilado la reactivacion del CMV especificamente en las vias
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respiratorias mediante muestras de broncoaspirado ni hemos evaluamos la incidencia
de sindrome de distrés respiratorio agudo. Sin embargo, en modelos animales y de
paciente critico, una mayor duracion de un intercambio gaseoso pulmonar disminuido
(PaO2/FiO2 < 200) se ha objetivado en pacientes con reactivacion del CMV con
respecto aquellos en que no se reactivo (147,156); por lo tanto, ho se puede descartar
que estos trastornos respiratorios estén causados por CMV y no sea un mero

espectador como se ha pensado clasicamente.

En consonancia con los datos previamente publicados (141,165), no se encontrd
asociacion en este estudio entre reactivacion de CMV y sistemas de puntuacion de
gravedad al ingreso en UCI (SAPS Il y APACHE I1). Esto probablemente se deba a que
estos sistemas de puntuacion se realizan al momento del ingreso en UCI, mientras que
la reactivacion del CMV ocurre no en el momento de admision sino mientras el paciente
se encuentra bajo en terapia intensiva y, por tanto, no reflejan adecuadamente la

gravedad del paciente en el momento de inicio de la replicacion.

La reactivacion del CMV ha sido encontrada frecuentemente en pacientes criticos no
inmunosuprimidos y parece estar asociada a un mayor dafio organico.
Lamentablemente, aln no se ha podido aclarar si este hecho tiene repercusién en el
prondstico final en pacientes inmunocompetentes ya que, en la actualidad, existen datos
contradictorios (147,154,157), aunque globalmente parece apuntar a una mayor
morbimortalidad (141,161,166,167). En nuestro trabajo, la tasa de mortalidad bruta ha
sido superior en aquellos pacientes que presentaron replicacion de CMV. Otras
variables que se han relacionado con mayor mortalidad han sido: que el motivo de
ingreso fuese médico, la presencia de diabetes mellitus, la duracion de la ventilacion
mecénica y el tiempo de ingreso. Sin embargo, dado nuestro pequefio tamafio muestral
y escaso numero de exitus, no hemos podido eliminar los posibles factores de confusién

al no poder realizar un analisis multivariante.
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A pesar de ello, estos resultados son similares a los descritos previamente en pacientes
criticos con sepsis grave, donde se observaron diferencias en la mortalidad en pacientes
cony sin reactivacion CMV (141,154,157). Sin embargo, nuestros resultados contrastan
con los reportados por Limaye et al. (157), quien si encontré asociacién entre la
reactivacion CMV y la combinacién de mayor duracion de ingreso y mortalidad. Esta
diferencia podria ser debida al hecho de que los pacientes en nuestro estudio
presentaron una menor incidencia de reactivaciéon de CMV y una mediana de carga viral
inferior con respecto a los estudiados por Limaye et al. Por otro lado, en nuestro trabajo,
la mitad de los pacientes presentaron shock séptico en la admision; por lo tanto, el
manejo adecuado del shock séptico probablemente tenga prioridad sobre la influencia
de la reactivacion del CMV en el prondstico de estos pacientes. A pesar de estos
resultados, un ensayo clinico controlado con placebo de profilaxis antiviral tendria que
llevarse a cabo con el fin de determinar la influencia real de la reactivacion del CMV en

la mortalidad en esta poblacion.

Nuestro estudio, tiene algunas limitaciones. La mas relevante es el pequefio tamafio de
la muestra estudiada, y que, por lo tanto no permite extraer conclusiones definitivas con
respecto a la existencia de diferencias en la cinética de reactivacion viral basada en los
resultados de la prueba de QF-CMV o el impacto de CMV en el pronéstico de estos

pacientes.

A pesar de estas limitaciones, nuestro estudio tiene algunas fortalezas como su disefio
prospectivo, el empleo de un método robusto basado en PCR para detectar la
reactivacion de CMV, la evaluacién de la funcion inmune mediante un método
estandarizado, y la inclusibn de pacientes representativos de las patologias mas

prevalentes en las UCI.
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Conclusiones

La reactivacion de CMV tiene una frecuencia considerable en nuestros pacientes
criticos inmunocompetentes.

La reactivacion de CMV es mas frecuente en los pacientes que presentan
diabetes mellitus, mayor duracion de la ventilacién mecanica o tienen un ingreso
en UCI mas prolongado.

Sin embargo, en un analisis ajustado, el Unico factor independiente asociado al
riesgo de reactivacion de CMV en el paciente critico ha sido el resultado del test
del QF-CMV.

El QF-CMV presenté un alto valor predictivo negativo, indicando que puede ser
de gran utilidad para identificar a los pacientes que estan protegidos frente a la
reactivacion del virus.

De hecho, la frecuencia de reactivacion de CMV fue tres veces menor en los
pacientes con QF-CMV-Reactivo que en los QF-CMV-No reactivo, y, en caso de
presentar replicacion, ésta se presentaba mas tardiamente.

No se encontrd asociacion entre el resultado del QF-CMV vy la incidencia de
mortalidad, aunque este resultado podria estar relacionado con el escaso

numero de eventos.
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Figuras y Tablas

Figura 1. Familia Herpesviridae Adaptado de Moore et al.J Virol 1996 (1) Publicado

con permiso del editor. Copyright © American Society for Microbiology.
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Figura 2. Ciclo del CMV (Tomado de Crough et al. Clin. Microbiol. Rev. 2009) (4)

Publicado con permiso del editor. Copyright © American Society for Microbiology.
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Figura 3. Neumonia por CMV. Arriba: Infiltrado intersticial en radiografia simple de
térax. Abajo: infiltrado bilateral en tomografia computarizada (9). Publicado con permiso

del Editor.
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Figura 4: Respuesta inmune frente a CMV (Tomado de Crough et al. Clin. Microbiol.

Rev. 2009) (4) Publicado con permiso del editor. Copyright © American Society for

Microbiology.
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Figura 5. Test QuantiFERON-CMV (Tomado de Giulieri et al. Expert Rev Mol Diagn
2011) (175) Publicado con permiso del editor. Copyright © Taylor and Francis. Todos

los derechos reservados.
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Figura 6. Seleccion de Pacientes.

74 pacientes IgG-CMV positiva firmaron consentimiento informado

QF-CMV-R: 63,5% (n=47)

QF-CMV-NR: 36,5% (n=27)

21 pacientes excluidos
Reactivacion CMV al ingreso (n=10)

Alta precoz (n=6)
Pérdidas de seguimiento (n=5)

53 pacientes incluidos para analisis
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(n=23; 57,5%) (n=17; 42,5%)

Abreviaturas: CMV: Citomegalovirus;

IgG: Immunoglobulina G; QF-CMV-R:

QuantiFERON reactivo; QF-CMV-NR: QuantiFERON no-reactivo.
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Figura 7. Proporcién de pacientes sin reactivacion de CMV en funcién del
QuantiFERON CMV
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Andlisis comparativo emplando curvas de Kaplan-Meier de la supervivencia estimada libre de enfermedad por CMV en
los pacientes con QuantiFERON CMV reactivo (morado) frente a los pacientes con QuantiFERON CMV no reactivo (azul).
Long rank test p=0,04
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la infeccion por CMV.

Tipo de paciente Manifestaciones clinicas

Generalmente asintomatica; raramente sindrome mononucleésido
Sanos _ .
(fiebre, malestar general, adenopatias, esplenomegalia).

Icericia, hepatoesplenomegalia, petequias, microcefalia, hipotonia,

Fetal / congénita .
convulsiones, letargo

Sindrome febril con leucopenia y quebrantamiento del estado general,
neumonitis; enterocolitis, esofagitis, 0 gastritis; hepatitis; retinitis; y
otras afectaciones de tejidos (nefritis, cistitis, miocarditis, pancreatitis)

Trasplante de
organo solido

Trasplante de
progenitores
hematopoyéticos

Neumonia; enterocolitis, esofagitis o gastritis; raramente retinitis,
encefalitis, hepatitis

Retinitis; enterocolitis, esofagitis o gastritis; retinitis; neumonia;

VIH "
hepatitis
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Tabla 2. Utilidad de los métodos diagndsticos para citomegalovirus (CMV) en
funcion de la situacion clinica (Tomado de Gamez Enferm Infecc Microbiol Clin. 2014)

(6) Publicado con permiso del editor. Copyright © Elsevier Espafia, S.L. Todos los

derechos reservados
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Tabla 3. Métodos inmunolégicos para el estudio de la respuesta mediada por
linfocitos T frente a CMV (Tomado de Cantisan Enferm Infecc Enferm Infecc 2011)
(139) Publicado con permiso del editor. Copyright © Elsevier Espafia, S.L. Todos los

derechos reservados
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Tabla 4: Ventajas e inconvenientes entre profilaxis universal y tratamiento

anticipado (Adaptado de Cordero. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010) (144). Publicado

con permiso del editor. Copyright © Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos

reservados.

Estrategia

Ventajas

Inconvenientes

Profilaxis

Disminucion de incidencia de
enfermedades oportunistas
Aumenta supervivencia del injerto

Disminuye episodios de rechazo

Aparicién de enfermedad tardia
Mayor incidencia de resistencia
antiviral

Mayor riesgo de leucopenia

Tratamiento

anticipado

Enfermedad tardia excepcional.
Menores efectos secundarios

Menor coste

Logistica complicada
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Tabla 5. Metaanédlisis de exitus y reactivaciéon de CMV (Adaptado de Kalil. Crit Care

2011) (165). Reproducido bajo licencia Creative Commons.

Resultados individuales

Exitus/Total

Estudio y afio

OR IC 95% p CMV + CMV -
Domart 1990 2,18 0,93-5,13 0,0731 16/29 31/86
Kutza 1998 0,62 0,13-2,88 0,54 7111 171723
Heininger 2001 2,16 0,71-6,58 0,1744 11/20 13/36
Cook 2003 2,76 0,74-10,35 0,1321 5/10 25/94
Jaber 2005 2,64 1,04-6,669 0,0412 20/40 11740
Mueller 2006 3,06 0,53-17,46 0,2091 5/8 6/17
Limaye 2008 0,21 0,03-1,72 0,1465 1/39 9/81
Ziemann 2008 3,26 1,11-,54 0,0312 10/35 7/64
Chiche 2009 2,08 1,04-4,17 0,0396 231/39 83/203
Heininger 2011 1,08 0,44-2,65 0,8608 13/35 18 /51
Total 1,81 1,31-2,50 0,0003 111/266 220/695

CMV, Citomegalovirus; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza

Estudio y afio

Domart 1990
Kutza 1998
Heininger 2001
Cook 2003
Jaber 2005
Mueller 2006
Limaye 2008
Ziemann 2008
Chiche 2009
Heininger 2011
Total

OR e Intervalo de confianza 95 %

i
=
3
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®
- 4
—
&
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Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas de los pacientes

Sexo: Varén b

40 (75,5%)

Edad (afios) 2 64 (20 — 83)
Diabetes mellitus ® 10 (18,9%
APACHE Il @ 16 (3 - 26)
SAPS 2 34 (13 - 68)
Tipo de ingreso
Médico® 18 (34%)
Quirdrgico P 35 (66%)

Cirugia urgente P

34 (97,1%)

Tipo de Cirugia

Neurocirugia P

23 (65,7%)

General P 5 (14,3%
ORL y Maxilofacial 2 (5,7%)
Traumatolégica ° 3 (8,6%)
Uroldgica ® 1(2,9%)
Vascular P 1(2,9%)
Ventilacién mecéanica (VM) P 47 (88,7%)
Duracion de VM (dias) @ 15 (2 -90)
Hepatitis ° 7 (13,2%)
Fracaso renal agudo P 25 (47,2%)
Técnicas de reemplazo renal P 3 (5,7%)
Bacteriemia ° 25 (47,2%)
Candidemia P 7 (13,2%)

Neumonia asociada a la ventilacion mecéanica P

21 (40,4%)

Tragueobronquitis °

18 (35,3%)

Traqueostomia P

28 (54,9%)

Duracién de ingreso (Dias) @

37 (8 — 132)

Duracién de Estancia en UCI (dias) 2

23 (5 - 90)

Exitus °

11 (20,8%)

a Media (Rango) ° Recuento (Porcentaje)
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Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes en funcion de la reactivacion de CMV

Total Replicacién de CMV
Variable n = 53 (100%) Si No p
n=13 (24,5%) n=40 (75,5%)

Sexo: Varon # 40 (75,5%) 8 (61,5%) 32 (80%) 0,22
Edad (afios) * 59,28 (46-75) 58,54 (43-76) 59,53 (46-64) 0,8
Ingreso médico # 18 (34%) 6 (46,2%) 12 (30%) 0,32
APACHE Il * 16 (6-26) 16,54 (8-26) 15,80 (6-24) 0,6
SAPS 2 * 34,89 (13-68) 37,23 (26,5-46) 34,13 (28-37,5) 0,4
Diabetes mellitus # 10 (18,9%) 6 (46,2%) 4 (10%) 0,009
Complicaciones

Ventilacién mecénica # 47 (88,7%) 13 (100%) 34 (85%) 0,32

Duracién de Ventilacion mecanica * 21,63 (10-27) 33,46 (21-45) 17,23 (6-22) 0,007

Fracaso renal agudo # 25 (47,2%) 8 (61,5%) 17 (42,5%) 0,22

Bacteriemia # 25 (47,2%) 7 (53,8%) 18 (45%) 0,52

Fungemia # 7 (13,2%) 2 (15,4%) 5 (12,5%) 1,00

rI\TI]eelér;rﬂQ;a#asomada a la ventilacion 21 (40,4%) 8 (61,5%) 13 (32,5%) 0,18

Tragueobronquitis # 18 (35,3%) 6 (50%) 12 (30,8%) 0,32

Traqueostomia * 28 (54,9%) 12 (92,3%) 16 (42,1%) 0,002
QF-CMV-Reactivo # 26 (49,1%) 3 (23,1%) 23 (57,5%) 0,03°
Duracién de ingreso * 45,33 (29-61) 56,17 (31-76) 42 (23-54) 0,9
Duracién de estancia en UCI * 28,15 (13-36) 44,08 (31-51) 22,98 (12-26,5) 0,01
Exitus # 11 (20,7%) 6 (46,2%) 5 (12,5%) 0,01

#Expresado como n (porcentaje). Estadistico de contraste: 2Chi cuadrado (o Pexacto de Fisher).
*Expresado como mediana (rango intercuartilico). Estadistico de contraste: U-Mann-Whitney
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Tabla 8. Factores asociados a reactivacion de CMV por regresion de Cox.

Variable OR p IC 95%
Diabetes mellitus 4,73 0,15 0,57-39,21
SAPS I 1,02 0,47 0,96-1,07
Edad 0,97 0,40 0,92-1,03
QF-CMV-Reactivo 0,09 0,003 0,02-0,44
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Tabla 9. Caracteristicas de los pacientes en funcion de la mortalidad

Total Exitus
Variable n = 53 (100%) Si No p
n=11 (20,8%) n=42 (79,2%)

Sexo: Varén # 40 (75,5%) 7 (63,6%) 33 (78,6%) 0,4
Edad (afios) * 59,28 (46-75) 67 (51-76) 63 (44,5-70,5) 04
Ingreso médico # 18 (34 %) 7 (63,6%) 11 (26,2%) 0,03
Cirugia urgente # 34 (64,2%) 3 (27,3%) 31 (92,2%) 0,1
APACHE Il * 16 (3-26) 18 (14-23) 16 (11-19) 0,1
SAPS 2 * 34,89 (13-68) 34 (27-38) 34 (28-38,3) 0,1
Diabetes mellitus # 10 (18,9%) 6 (54,5%) 4 (9,5%) 0,003
Complicaciones

Ventilacién mecanica # 47 (88,7%) 10 (90,9%) 37 (88,1%) 1,0

Dias de ventilacion mecanica * 21,6 (10-27,5) 35 (12-57) 14 (7-24) 0,02

Fracaso renal agudo # 25 (47,2%) 8 (72,7%) 17 (40,5%) 0,06

Bacteriemia # 25 (47,2%) 6 (54,5%) 19 (45,2%) 0,6

Candidemia # 7 (13,2%) 2 (18,2%) 5 (11,9%) 0,6

I’I\Tl]eelér;r:)iz;{i:l.':x#asociada a ventilacion 21 (40,4%) 6 (54,5%) 15 (36%) 03

Traqueobronquitis # 18 (35,3%) 5 (50%) 13 (31,7%) 0,3

Traqueostomia # 28 (54,9%) 9 (81,8%) 19 (47,5) 0,08
Replicacién cuantificable # 13 (24,5%) 6 (54,5%) 7 (16,7%) 0,015
Carga viral inicial (Ul/mL) * 52 (40,5-112,5) 56 (38-370,3) 48 (41-110) 0,4
Carga viral maxima (Ul/mL) * 384 (56,5-1333,5) 412,5 (47-3023,5) 370 (61-757) 0,5
QF-CMV-Reactivo # 26 (49,1%) 4 (36,4%) 22 (52,4%) 0,3
Duracioén de ingreso * 45,3 (29-61) 62 (35-82) 36,5 (24,5-52,8) 0,01
Duracion de estancia en UCI * 28,1 (13,5-36) 35 (23-75) 20,5(12,8-31) 0,026

#Expresado como n y porcentaje. Estadistico de contraste: Chi cuadrado (o exacto de Fisher).
*Expresado como mediana y rango intercuartilico. Estadistico de contraste: U-Mann-Whitney
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Abreviaturas empleadas:
ADN: Acido dexosirribonucleico
AL: Aglutinacion por latex
APACHE: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation
ARN: Acido ribonucleico
ARNmM: ARN mensajero
CV: Cardiovascular
CE: Célula endotelial
Cl: Confidence interval (intervalo de confianza)
CMV: Citomegalovirus
CML: Células de musculo liso
CTL: Linfocitos T citotoxicos
D/R: Donante/Receptor
ECMV: Enfermedad por CMV
ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
ELISPOT: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas de puntos
HCMV: Citomegalovirus humano
HGUCR: Hospital General Universitario de Ciudad Real
HLA: Antigenos leucocitarios humanos
HOPE: Evaluacion de la Prevencion de los Resultados Cardiacos
HR: Hazard ratio (razén de riesgo)
HURS: Hospital Universitario Reina Sofia
IC: Intervalo de confianza
ICU: Intensive Care Unit (Unidad de Cuidados Intensivos)
IFN: Interferon
Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleuquina
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ISCI: Marcaje intracelular

Kb: kilobase

LBA: Lavado broncoalveolar

MCMV: CMV murino

NAV: Neumonia asociada a la ventilacion mecanica
NK: Natural killer

OR: Odds ratio

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

QF: QuantiFERON®©

SAPS: Simplified Acute Physiologic Score

SAS: Servicio Andaluz de Salud

SESCAM: Servicio de Salud de Castilla — La Mancha
SHF: Sindrome hemofagocitico

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida
SMN: Sindrome mononucledsido

SOFA: Sequential Organ Failure Assessment

SV: Shell - vial

TARGA: Terapia antirretroviral de gran actividad
TCR: Receptor de células T

TLR: Receptor tipo Toll

TNF: Factor de necrosis tumoral

TOS: Trasplante de 6rgano sélido

TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos
UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

Ul: Unidades internacionales

VEB: Virus de Epstein-Barr.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
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Anexos

ANEXO I: Articulo cientifico

Castdn JJ, Cantisan S, Gonzalez-Gasca F, Paez-Vega A, Abdel-Hadi H, lllescas S, et
al.

Interferon-y production by CMV-specific CD8+ T lymphocytes provides protection
against cytomegalovirus reactivation in critically ill patients.

Intensive Care Med. 2016 Jan;42(1):46-53. doi: 10.1007/s00134-015-4077-6. Epub
2015 Nov 4.(180)

Factor de impacto en 2015: 10,125
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Take-home message: Cytomegalovirus
reactivation is frequent in critically ill
patients and is associated with poor
outcome. The study of clinical risk factors
such as underlying disease and its severity
has not shown conclusive results for the
prediction of CMV reactivation; therefore,
we need immunological markers to
determine which patients could receive
prophylaxis with antiviral drugs. The results
of our study show that the determination of
interferon-y by CMV-specific CD8+ T cells
can be useful for predicting the risk of CMV
reactivation.
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Abstract Purpose: To evaluate
the usefulness of the secretion of
interferon-v (IFNy) by cytomegalo-
virus (CMV)-specific CD8+ T cells
to determine the risk of CMV reacti-
vation in critically ill non-
immunosuppressed patients. Meth-
ods: Two-center prospective cohort
study including critically ill non-im-
munosuppressed CMV-seropositive

patients admitted between December
2012 and March 2013. The incidence
of CMV reactivation by polymerase
chain reaction (real-time PCR) in
plasma was investigated. IFENvy
secretion by CMV-specific CD8+ T
lymphocytes was determined at the
time of admission to the intensive
care unit (ICU) by means of the
QuantiFERON®-CMV (QF-CMV)
test. Cox regression analyses were
performed to investigate CMYV reac-
tivation risk factors. Results:  Fifty-
three patients were included, of
whom 13 (24.5 %) presented CMV
reactivation. Twenty-six patients
(49.1 %) were QF-CMV “reactive”
(QF-CMVy). Of the 26 QF-CMVy
patients, 11.5 % (3/26) had CMV
reactivation, whereas 37 % (10/27) of
QF-CMV “non reactive” patients
(QF-CMVyR) presented reactivation
(p = 0.03). By Cox regression, the
presence of QF-CMVy at ICU
admission (HR 0.09, 95 % CI
0.02-0.44; p = 0.003) was associated
with a decreased risk of CMV reac-
tivation. The sensitivity, specificity,
positive predictive value, and nega-
tive predictive value of QF-CMV
were 77, 57, 37, and 88 %,
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respectively. Eleven of the 53 patients
(20.7 %) died during the follow-up
period. Mortality was more frequent
in patients with CMV reactivation (6/
13, 46.1 vs. 5/40, 12.5 %;

p = 0.015). Conclusions: In criti-
cally ill non-immunosuppressed

admission provides
CMV reactivation.

Introduction

Cytomegalovirus (CMV) has a high seroprevalence in
adults. Once primary infection has occurred, the virus
remains dormant in tissues and can be reactivated during
periods of immunosuppression, as frequently occurs in
solid organ transplant patients or hematopoietic progeni-
tors [1-3].

In addition to immunosuppressed patients, in recent
years it has been shown that up to 40 % of critically ill
CMV-seropositive patients present reactivation of the
virus despite not presenting immunosuppression previ-
ously [4-7]. Some studies have associated these
reactivations with higher rates of nosocomial infection,
prolonged hospitalization, longer duration of mechanical
ventilation, and increased mortality [4, 8, 9]. Therefore
the performance of randomized placebo-controlled trials
has been proposed to determine the benefit of prophylaxis
against CMV in the prognosis of these patients [10].
However, these studies have significant limitations, such
as the scarcity of data demonstrating a direct causal
relationship between CMV reactivation and the worst
prognosis, and primarily the lack of factors associated
with the development of reactivation, which would allow
higher-risk patients to be identified and avoid exposing
lower-risk patients to antiviral drugs.

Until now, the study of clinical risk factors such as
underlying disease and its severity have not shown con-
clusive results for the prediction of CMV reactivation [4,
9]. Added to this is the fact that the heterogeneity of the
pathologies presented by patients admitted to intensive
care units (ICU) represents a major constraint for drawing
conclusions in this regard.

Some studies have therefore analyzed immunological
variables to identify patients at greater risk of CMV
reactivation. In this respect, it was recently shown that the
weakness in natural killer (NK) cells function, measured
according to the decrease in the secretion of interferon-y
(IFNy), preceded CMV reactivation in critically ill
patients [11]. In addition to NK cells, the immunity pro-
duced by T cells plays a crucial role in the prevention of
CMV reactivation [12]. In this sense, studies have shown
that the assessment of T cell functionality has the
potential to become a useful tool for managing CMV
infection in transplant patients [13]. Indeed, decreased
secretion of IFNy by CMV-specific CD8+

patients, the presence of functional
CMV-specific CD8+ T lymphocyte
response at intensive care unit

Keywords Cytomegalovirus -
Critical care - Interferon-vy -
Mechanical ventilation - Replication -

protection against Mortality

T lymphocytes has been associated with increased risk of
CMYV reactivation in transplant recipients [14-17].

Therefore, the aim of this study was to prospectively
analyze the impact of the functionality of CMV-specific
CD8+ T lymphocytes on the risk of CMV reactivation in
critically ill non-immunosuppressed patients. To do this,
we determined whether the decreased secretion of [FNy
by CMV-specific CD8+ T cells at the time of ICU
admission is associated with increased risk of reactivation
in these patients.

Materials and methods
Study population and design

This prospective observational study was conducted in the
ICUs of two third-level centers (Ciudad Real General
University Hospital and Reina Sofia University Hospital
in Cérdoba) between December 2012 and March 2013.
All adult patients who were newly admitted to both ICUs
either without hospitalization or after a stay in hospital
wards were assessed daily for inclusion in the study. The
inclusion criteria were as follows: (1) age over 18 years;
(2) seropositivity for CMV; (3) expected survival more
than 72 h; (4) expected stay in the ICU more than 4 days;
(5) no antiviral medication used in the previous month;
(6) absence of congenital or acquired immunosuppres-
sion; (7) no steroid treatment in the previous month; (8)
no hemoconcentrated blood transfusions in the week prior
to admission.

At the time of ICU admission (within the first 24 h)
and after verification of compliance with the inclusion
criteria, blood samples were obtained to determine (1)
CMV serology; (2) quantification of CMV-DNA; and (3)
production of IFNy by CMV-specific CD8+ T lympho-
cytes. Clinical variables were also collected at this time to
determine risk factors for CMV reactivation. Patients with
evidence of viral reactivation at admission were not
included in the study. Patients were monitored for CMV
reactivation by measuring viral load upon admission and
at least once a week until discharge from ICU or death.
Duration of viremia was considered as the number of days
that elapsed between detection of the first positive viral
load and the first megative viral load or until ICU
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discharge. The attending physicians were unaware of the
virological and immunological results gathered in an
internal database designed for the study. No patient was
given antiviral treatment against CMV during follow-up.

The research protocol was approved by the ethics
committees of each center. The study was performed in
accordance with the Declaration of Helsinki and its later
amendments. All patients gave their informed consent
prior to the inclusion in the study.

Determination of anti-CMV IgG antibodies and CMV
viral load

Antibodies to CMV indicating prior CMV infection were
assessed using a commercial chemiluminescence
immunoassay kit (Architect CMV IgG 6C15, Abbott,
Sligo, Ireland). The assay was performed and interpreted
according to the manufacturer’s recommendations. The
serological study was processed independently in the
microbiology laboratory at each center.

The quantification of CMV-DNA was tested by an
Abbott RealTime CMV kit (Abbott Molecular, Illinois,
USA). DNA extractions were performed from 500 pl of
plasma using an Abbott mSample preparation system
DNA kit on an m2000sp instrument (Abbott Molecular,
[llinois, USA) and eluted in a volume of 70 pl.. Ampli-
fication and real-time detection of CMV DNA was
performed on an m2000rt instrument. Results were stan-
dardized to international units per milliliter (IU/mL) using
the World Health Organization (WHO) International
Standard for Human CMV for Nucleic Acid Amplifica-
tion Technique (National Institute for Biological
Standards and Controls, NIBSC 09/162).

CMV viral load was determined by real-time PCR at
least once per week during the ICU stay. All viral load
determinations were performed at Ciudad Real University
General Hospital. According to the manufacturer, the
detection limit of this method is 31.2 TU/mL (20 copies/
mL). CMV reactivation was considered upon detection of
CMV viral load by PCR.

The laboratory personnel who performed the analyses
had no contact with patients or knowledge of their clinical
data.

QuantiFERON-CMV assay

The QuantiFERON-CMV® test was performed in
accordance with the manufacturer’s instructions (Celles-
tis, a Qiagen company, Melbourne, Australia) (Fig. 1). In
brief, 1 mL of heparinized whole blood was collected in
three QuantiFERON-CMYV blood collection tubes. Tubes
contained either (1) a mix of 22 CMV peptides from a
variety of proteins; (2) no antigens (negative control); or
(3) phytohemagglutinin (positive mitogen control). All

Nil  CMV Mitogen

Incubation at 37°C

16-24h
CMV antigen tube
7~ .
i ®
y S @
&= . (3
= - w N S— Y VIS g ®
[ -y \ cos: /
) “ CMV—spec'rﬁc: \\_‘,/ IFNy

_ cDg+
\_1. CMV antigen presentation

2. IFNy production ~_/

Fig. 1 Schematic representation of QuantiFERON-CMV assay. In
the cytomegalovirus antigen tube, CMV-specific CD8+ T cells of
patients who have been previously exposed to the virus recognize
cytomegalovirus antigen and respond by secreting interferon-y

candidates enrolled in the study had HLA class [ alleles
capable of binding CMV peptides. After collection, the
tubes were shaken vigorously and incubated for 16-24 h
at 37 °C. Subsequently, supernatants were recovered and
analyzed for IFNy (IU/mL) by standard ELISA.
According to the manufacturer’s instructions a result for
the CMV antigen was considered “reactive” when the
CMV antigen response minus the negative control
response was greater than 0.2 [U/mL of [FNy. The result
of QuantiFERON-CMV was considered “indeterminate”
when the IFNYy level in the CMV antigen tube minus the
negative confrol was less than 0.2 [U/mL and the IFNy
level in the mitogen tube (once the negative controls had
been subtracted) was less than 0.5 [U/mL. For the pur-
pose of statistical analysis, “indeterminate” results were
considered as “non-reactive”.

Statistical analysis

Data were analyzed using the SPSS statistical package
(version 15.0). The baseline characteristics of patients
with and without CMV reactivation were compared using
the Chi-square test or Fisher’s exact test for categorical
variables and the Mann—Whitney U test for continuous
variables. To study the factors associated with CMV
reactivation, a Cox regression analysis was performed
that included clinically relevant variables taken upon
completion of the QuantiFERON-CMV in spite of not
being significant in the univariate analysis. The multi-
variate model was limited to four factors present at
admission to the ICU because of the limited number of
events or patients in each case. The following variables
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were analyzed: age (years), SAPS II at inclusion (score
points), diabetes mellitus (yes/no), and QuantiFERON-
CMV (reactive/non-reactive). The model included testing
for co-linearity, interactions, and proportional hazard
assumption for the risk factors. The sensitivity, speci-
ficity, positive predictive values (QuantiFERON-CMV
non-reactive patients presenting reactivation), and nega-
tive predictive values (QuantiFERON-CMV reactive
patients not presenting reactivation) of QuantiFERON-
CMV were calculated. p values below 0.05 were con-
sidered statistically significant for all tests.

Results

A total of 98 patients were initially assessed for inclusion
in the study. Of them, 24 were excluded because of high
probability of death or discharge within the first 4 days of
admission (n = 13), negative serology for CMV (n = 4),
need for hemoconcentrated blood transfusion (n = 4),
and immunosuppression {(n = 3). A total of 74 patients
signed informed consent (Fig. 2). Twenty-one of these
patients were excluded because of presence of CMV
reactivation at ICU admission (n = 10), unexpected early
discharge (n = 6), and lost to follow-up (n = 5). Thus a
total of 53 patients completed the study. The median time
of ICU stay was 23 days (interquartile range 13-36 days).
The demographic and clinical characteristics of these
patients are shown in Table 1.

QuantiFERON-CMV assay results

Because all QuantiFERON-CMYV tests were performed at
ICU admission we have the results of the 74 patients
initially included in the study. Forty-seven of them
(63.5 %) were “reactive”. Of the 53 patients who com-
pleted the study, 26 (49.1 %) were QuantiFERON-CMV
reactive. Of the remaining patients, 25 (47.2 %) were
QuantiFERON-CMV non-reactive and two patients
(3.7 %) were indeterminate. The median level of [FNYy in
QuantiFERON-CMV reactive patients was 2.02 [U/mL
(interquartile range 0.8-15.6 IU/mL).

Characteristics of CMV reactivation

CMV reactivation was detected in 13 of the 53 patients
(24.5 %). The characteristics of these patients are shown
in Table 1. In these 13 patients, the median time of onset
of viremia was 14 days (interquartile range 12-27 days).
The cumulative incidence of reactivation greater than
1000 TU/mL was 23.1 % (3/13 patients), occurring at a
median of 10 days (interquartile range 7-20 days). The

median duration of viremia was 18 days (interquartile
range 8-33 days). The frequency of reactivation was
higher in the QuantiFERON-CMV non-reactive individ-
uals than in the QuantiFERON-CMYV reactive individuals
(37 vs. 11.5 %; p = 0.03). The median onset of viremia
was 20 days (interquartile range 14-63 days) in Quan-
tiFERON-CMV  reactive  patients and 14 days
(interquartile range 9-27 days) in QuantiFERON-CMV
non-reactive patients (p = 0.28). Median peak viral load
in QuantiFERON-CMV reactive patients was 3521 IU/
ml (interquartile range 40-6376 Ul/mL) and in Quan-
tiFERON-CMV  non-reactive patients 377 IU/mL
(interquartile range 58-520 [U/mL) (p = 0.39). No sig-
nificant differences in the duration of viremia were
detected in QuantiFERON-CMV reactive patients (me-
dian 35 days, interquartile range 12-57 days) compared
to QuantiFERON-CMV non-reactive patients (median
15 days, interquartile range 10-24 days), (p = 0.63). The
percentage of patients without CMV reactivation
according to the result of the QuantiFERON-CMYV test is
shown in Fig. 3. The sensitivity and specificity of Quan-
tiFERON-CMV were 77 and 57 %, respectively. The
positive predictive and negative predictive values were 37
and 88 %, respectively.

Eleven of the 53 patients (20.7 %) died during hos-
pitalization (median 52 days, interquartile range
32-105 days). In-hospital mortality was significantly
more frequent in patients with CMV reactivation than
those without CMV reactivation (6/13, 46.1 % vs. 5/40,
12.5 %; p = 0.015). Unfortunately, as a result of the
small number of patients who died, the confidence inter-
val was very wide in the Cox regression and we could not
analyze the joint association of these variables.

Factors associated with CMYV reactivation

To evaluate factors associated with CMV reactivation in
critically ill non-immunosuppressed patients a Cox
regression was performed. This analysis included the
following variables: age, SAPS II, diabetes mellitus, and
reactive QuantiFERON-CMV. In Cox regression,
QuantiFERON-CMV test result was the only variable
with statistically significant association with CMV
reactivation (HR 0.09, 95 % CI 0.02-0.44; p = 0.003).
In particular, display CD8+ T cell response to CMV
(i.e., being QuantiFERON-CMV reactive) at ICU
admission was associated with a protection against CMV
reactivation. Other factors included in the analysis such
as the severity of the underlying disease at [CU admis-
sion determined by the SAPSII (HR 1.02, 95 % CI
0.96-1.07; p = 0.47), diabetes mellitus (HR 4.73, 95 %
CI 0.57-39.21; p = 0.15), and age (HR 0.97, 95 % CI
0.92-1.03; p = 0.40) were not associated with CMV
reactivation.
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74 Cytomegalovirus-Immunoglobulin G-positive
patients signed informed consent

QuantiFERON-Cytomegalovirus
Reactive: 63.5% (n=47)

QuantiFERON-Cytomegalovirus

Non-reactive: 36.5% (n=27)

21 patients excluded

Cytomegalovirus reactivation at admission (n=10)

Early discharge (n=6)
Lost to follow (n= 5)

53 patients were en

rolled for data analysis

Cytomegalovirus reactivation
(n=13; 24.5%)

No reactivation
(n=40; 75.5%)

QuantiFERON-Cytomegalovirus
Reactive
(n=3;24.1%)

QuantiFERON -Cytomegalovirus
Non-reactive
(n=10; 76.9%)

QuantiFERON-Cytomegalovirus

|

Reactive
(n=23; 57.5%)

QuantiFERON -Cytomegalovirus
Non-reactive
(n=17; 42.5%)

Fig. 2 Patient selection

Table 1 Patient characteristics according to CMV reactivation

Variable All patients n = 53 (100 %) CMV reactivation p
Yes (n = 13) No (n = 40)
Sex: male 40 (75.5 %) 8 (61.5 %) 32 (80 %) 0.2°
Age (years)® 59.28 (46-75) 58.54 (43-76) 59.53 (46-64) 0.8°
Type of admission
Medical 18 (34 %) 6 (46.2 %) 12 (30 %) 03"
Surgical 35 (66 %) 7 (53.8 %) 28 (70 %)
APACHE TI* 16 (6-26) 16.5 (8-26) 15.8 (6-24) 0.6°
SAPS 1I* 34.9 (13-68) 37.2 (26.5-46) 34.1 (28-37.5) 0.4°
Septic shock 28 (52.8 %) 8 (61.5 %) 20 (50 %) 0.4°
Diabetes mellitus 10 (18.9 %) 6 (46.2 %) 4 (10 %) 0.009¢
Mechanical ventilation 47 (88.7 %) 13 (100 %) 34 (85 %) 0.3
Duration of mechanical ventilation (days)® 21.6 (10-27.5) 33.5 (21-45.5) 17.2 (6-22) 0.007¢
Acute kidney failure 25 (47.2 %) 8 (61.5 %) 17 (42.5 %) 0.2°
Bacteremia 25 (47.2 %) 7 (53.8 %) 18 (45 %) 0.5°
Candidemia 7 (13.2 %) 2 (154 %) 5 (12.5 %) 14
Ventilator-associated pneumonia 21 (39.6 %) 8 (61.5 %) 13 (32.5 %) 0.1°
QuantiFERON®-CMYV reactive 26 (49.1 %) 3 (23.1 %) 23 (57.5 %) 0.03°
Hospitalization time (days)* 45.3 (29-61) 52 (37-76) 34 (23-54) 0.9¢
ICU stay (days)® 28.1 (13.5-36) 43 (31-51) 17 (12-26.5) 0.01°
Mortality 11 (20.7 %) 6 (46.2 %) 5125 %) 0.01¢

CMYV cytomcegalovirus, SAPS simplificd acute physiology score, ICU intensive care unit

* Median (interquartile range)
" Chi-square test

¢ Mann-Whitney U test

4 Fisher's cxact test
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Fig. 3 Comparative analysis using Kaplan—Meier curves of the
estimated survival free of cytomegalovirus reactivation in Quan-

tiIFERON-CMV reactive patients (blue line) and in QuantiFERON-
CMYV non-reactive patients (green line) (Log rank test p = 0.004)

Discussion

The results of this prospective observational study show
that the determination of I[FNy production by CMV-
specific CD8+ T lymphocytes using the QuantiFERON-
CMV test at admission in ICU is a good marker for
identifying the risk of CMV reactivation in critically ill
non-immunosuppressed patients.

The main utility of QuantiFERON-CMV® in these
patients is its high negative predictive value as patients
with QuantiFERON-CMV® reactive show protection
against CMV reactivation. The administration of pro-
phylaxis is therefore not recommended in these patients,
thus preventing the effects of exposure to antiviral drugs
(adverse reactions, resistance) [18].

In our study, only 10 of the 27 (37 %) QuantiFERON-
CMYV non-reactive patients presented CMV reactivation.
Given this low positive predictive value, the Quan-
tiFERON-CMV non-reactive result would not be
adequate for identifying patients who may develop sub-
sequent reactivation as 63 % of the QuantiFERON-CMV
non-reactive patients would receive prophylaxis unnec-
essarily. Therefore, the QuantiFERON-CMYV non-reactive
result would be useful to select a population in which
monitoring for early detection and treatment of CMV
reactivation (pre-emptive therapy) during their stay in the
ICU would be a better strategy than universal
prophylaxis.

The potential usefulness of evaluating the function of
CMV-specific T cells using the QuantiFERON-CMYV test
has been demonstrated in both hematopoietic progenitor
and solid organ transplant recipients [13, 15, 19]. Can-
tisan et al. reported that the decreased production of [FNy
by CMV-specific CD8+ T lymphocytes has been shown

to predict CMV reactivation in both the pre-transplant and
post-transplant periods [13].

At present, data on the functionality of CMV-specific
T lymphocytes in critically ill patients are scarce and
present contradictory results. Two previous studies
reported no differences in terms of the functionality of
CMV-specific T cells in patients with and without CMV
reactivation [20, 21]. Subsequently, the results of one
study of cases and controls, which included 31 patients
subjected to mechanical ventilation, showed how
decreased levels of [FNy-producing CMV-specific CD4+
and CD8+ T lymphocytes were associated with the
presence of active CMV infection or increased risk of
subsequent viral reactivation, although the absence of
multivariate analysis does not rule out the possible exis-
tence of confounding factors [22].

Studies conducted so far show that although it may be
variable, the mean incidence of CMV reactivation in
critically ill patients is 25 % [9]. This variability in the
incidence of reactivation may be due to differences in the
type of population and the technique and frequency of
viral monitoring employed. In our series, an incidence of
CMYV reactivation of 24.5 % was found, which is similar
to the level reported previously [6, 11, 23]. Similarly, the
median time of onset of viremia in our study was 14 days,
which is similar to that reported in previous studies using
PCR in viral monitoring [6]. Our results show that
although reactivation is more frequent in QuantiFERON-
CMV non-reactive, no differences were found in the
timing of omnset, duration, and magnitude of viremia. A
study with a larger sample would probably reveal dif-
ferences in these aspects.

As a result of the limited number of patients in the
study, the multivariate analysis included only three risk
factors (age, diabetes mellitus, and SAPS II score) in
addition to the QuantiFERON-CMV. Numerous studies
have shown the influence of age on immune response to
CMYV [24, 25], although our study did not find age to be
associated with increased risk of CMV reactivation. In a
similar manner, although diabetes mellitus has been
associated with increased risk of infections and sepsis [26,
27], it was not associated with increased risk of CMV
reactivation in our study. Moreover, in line with previ-
ously published data [6], this study found no association
between severity of illness (as assessed by the SAPS II
score) and CMV reactivation, thus decreasing the likeli-
hood of CMV reactivation being an intermediate marker
of disease severity.

In our study, the mortality rate was significantly higher
in patients who developed CMV reactivation compared to
those who did not. However, because of the small sample
size (only 6 of the 13 patients with replication died), we
did not perform a multivariate analysis to verify the joint
influence of other potential risk factors. Studies evaluat-
ing the influence of CMV reactivation on the mortality of
critically ill patients have reported contradictory results
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[5, 7]. This may be because these studies include different
populations with different degrees of severity and dif-
ferent strategies for monitoring CMV reactivation. A
placebo-controlled clinical trial of antiviral prophylaxis
would have to be conducted in order to determine the real
influence of CMV reactivation on mortality in this
population.

Our study has some strengths, among them the
prospective design, the use of a robust PCR-based method
to detect CMV reactivation, the evaluation of immune
function using a standardized method, and the inclusion
of representative patients in a general ICU setting.

Our study also has certain limitations. The main lim-
itation is the small size of the sample studied, which does
not allow definitive conclusions to be drawn regarding the
existence of differences in the kinetics of viral reactiva-
tion based on the results of the QuantiFERON-CMV test.
Another limitation is that the sample size does not allow
one to perform an adequate assessment of the possible
role of clinical variables on CMV reactivation. On the
other hand, we do not know the value of QuantiFERON-
CMV immediately before CMV reactivation because the
QuantiFERON-CMV test was performed at admission.
However, our objective is to identify patients according to
their risk of reactivation at the time of admission to the
ICU, and on the other hand, we cannot know the moment
at which viral reactivation will occur.

Conclusions

This study shows that patients with functional CD8+
T lymphocyte response to CMV at ICU admission are
protected against CMV reactivation, thus demonstrating
that the use of prevention strategies (universal prophy-
laxis or pre-emptive therapy) should not be indicated in
this group of patients. In patients lacking this specific
response the monitoring of CMV viral load for the
detection and early treatment of the virus can be an
alternative to prophylaxis.
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ANEXO II: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El citomegalovirus es un virus que se encuentra presente en la mayoria de las
personas de forma latente, es decir, sin producir enfermedad alguna. Sin embargo, en
ocasiones este virus puede reactivarse dando lugar a infecciones pulmonares,
intestinales, inflamacion hepatica o simplemente fiebre. Existen estudios que
demuestran que esta reactivacion se produce fundamentalmente en personas que
presentan algun grado de inmunodepresion como los pacientes trasplantados o
aquellos que toman farmacos que disminuyen las defensas para otro tipo de
enfermedades. En estos pacientes estd demostrado que el tratamiento de la
reactivacion de este virus es beneficioso para los pacientes.

Actualmente se estan estudiando otros pacientes en los que podria presentarse una
reactivacion de citomegalovirus. Entre estos pacientes se encuentran aquellos que
ingresan en Unidades de Cuidados Intensivos, en los cuales diversos estudios
plantean la posibilidad de que esto ocurra, aunque el conocimiento a este respecto es
todavia muy escaso.

Por eso queremos realizar un estudio para comprobar si los pacientes ingresados en
la Unidad de Cuidados Intensivos presentan riesgo de reactivacion del virus.
Concretamente queremos comprobar si los pacientes que tengan un determinado tipo
de células de defensa frente a las infecciones, presentan mayor riesgo de reactivacion.
Para ello necesitamos la extraccion de algunas muestras de sangre de forma similar a
cuando se le realiza una analitica. Estas muestras se trataran de forma estrictamente
confidencial, sin que en ningln caso aparezca su nombre o algin dato que pueda
identificarle.

Apreciado/a Sr/a

Ha sido Usted invitado a participar en un estudio de investigacion que lleva por titulo
“Estudio de la frecuencia, fenotipo y funcion de los linfocitos T CD8 CMV especificos
como factor de riesgo de replicaciéon de citomegalovirus en pacientes criticos”.

Este estudio sera llevado a cabo en los hospitales General de Ciudad Real y Reina
Sofia de Cordoba por los investigadores D. Juan José Caston Osorio, Dr. Alfonso
Ambros, Dra. Lourdes Porras, Dra. Maria Luisa Gémez, Dr. José Martinez y Dr.
Francisco Gonzalez

Antes de confirmar su participacién en este estudio de investigacién es importante que
entienda en qué consiste. Por favor, lea detenidamente este documento y haga todas
las preguntas que le puedan surgir.

Objetivo del estudio

1) Estudiar si el nivel de produccion de IFN-gamma se asocia con el riesgo de
replicacion de CMV en pacientes criticos.

2) Determinar la incidencia de replicacion de CMV en pacientes criticos

3) Estudiar factores de riesgo clinicos de replicacion de CMV en pacientes criticos.

4) Estudiar factores pronoésticos de los pacientes criticos que presentan replicacion de
CMV

Participacion voluntaria
Usted es completamente libre de elegir participar o no en el estudio. Su decisién no
influira en su atencion médica.

Procedimientos del estudio

El médico investigador valorara si es usted un candidato adecuado para el estudio,
esta valoracion se basa en factores clinicos y en resultados analiticos. Una vez que
haya otorgado su consentimiento y el médico investigador haya verificado que cumple
los criterios para participar, se le realizaran analisis de sangre con objeto del estudio
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en el que analizaran los niveles de carga viral de citomegalovirus. Estas muestras
seran codificadas y almacenadas de forma que se garantice absolutamente la
confidencialidad en la procedencia de las mismas.

Riesgos e inconvenientes
Su participacion en el estudio no implica la realizacion de exploraciones invasivas ni
medidas terapeuticas no habituales para su tratamiento y control.

Confidencialidad

Si usted accede a colaborar en este estudio, debe saber que seran utilizados algunos
datos sobre su salud los cuales seran incorporados a una base de datos informatizada
sin su nombre.

Sus datos seran objeto de un tratamiento disociado, vinculandose a un cédigo, de
modo que la informacién que se obtenga no pueda asociarse a persona identificada o
identificable. Todos sus datos se mantendran estrictamente confidenciales y solo el
equipo investigador conocera su identidad. Ningln dato personal que permita su
identificacion serd accesible a ninguna persona que no forme parte del equipo
investigador, ni podran ser divulgados por ningun medio, conservando en todo
momento la confidencialidad médico-paciente (Ley Organica de Proteccion de Datos
15/1999).

Preguntas/ Informacion
Si desea hacer alguna pregunta o aclarar algun tema relacionado con el estudio, no
dude en ponerse en contacto con:

El equipo investigador le agradece su inestimable colaboracién.

B o
He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con los médicos responsables del estudio.
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1.° Cuando quiera.

2.° Sin tener que dar explicaciones.

3.2 Sin que esto repercuta en mis cuidados meédicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma

En ,a de de 201_.
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ANEXO llI: Hoja de recogida de datos

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS CITOCRIT

Paciente Numero

NHC: Hospital: Edad: afios Sexo: Hombre /Mujer
Procedencia basal: Domicilio / Institucionalizado /
Fecha de ingreso Hospital: Servicio de Ingreso Hospital:

Fecha de Ingreso UCI:

Tipo de Ingreso: Médico/Quirurgico/Traumatologico
Tipo de Cirugia: Urgente /Programada
General/Urolégica/Ginecolégica/Obstétrica/Neuroquirirgica/ORL/Maxilofacial/Otra

Antecedentes Personales

L2080
|
|

o Diabetes mellitus...................1. NO...... 2.5i e Neutropenia (Neut<500/ml) ......... 1. No
* Neoplasiasolida............c......... 1.No...... 2.Si e Cirrosis hepatica.....ccococoevveeeeneen. 1. No
* Neoplasia hematoldgica.......... 1.No...... 2.Si e Corticoides(210 mg predn/d) ........ 1. No
Complicaciones durante el ingreso

* Transfusiones de hemoderivados (primeras 48 horas).......ccccveeveeeeveneeene 1.NO oo 2.5i

®  Ventilacion MECANMICA .....ccoiiiirer et et ee e 1.NO.ccoreee 25i.....Dias____
¢ Desarrollo de hepatitis (x5 valor transaminasas normal) ....ccccceeeeeeeveeeees LNO e, 2.5i

e Fracaso renal (Cr>1,4 mg/dl o aumento mayor 50% basal) ....cccceeveeveee LNO e, 2.5i

@ HEMOMIANSIS .veieiieei it e 1.NO.ccereee 2.Si

®  HemMOFIIEraCioNn ..ot et 1.NO.ccereee 2.Si

L =T Tor (=Y =1 1 T - T OSSPSR UUROU TSP 1.NO. oo 2.Si

8 AWM e e ar e e e e e nn naenean I ' [ T 2.Si

Factores relacionados con el CMV:

¢ Tiempo desde ingreso en UCI hasta replicacion CMV dias
e (Carga viral inicial CMV copias. Dias hasta replicacion:
e (Carga viral maxima CMV copias

e Duracién de viremia CMV dias

* Manifestaciones replicacién viral
O SO VITL ettt et s s e e e 1.NO.ccoreeee 2.Si
Fiebre (T22382C) durante al menos 2 dias en un periodo de 4 dias Y leucopenia,
trombocitopenia o elevacion de transaminasas Y PCR positiva para CMV
O Afectacion VISCEIal.....c.cccviiiiiiceiee et e 1.NO. oo 2.8i
Presencia de signos o sintomas del érgano afectado no explicables por otra
causa Y PCR positiva para CMV.

Resultado:
¢ Tiempo de ingreso en UCI: dias
¢ Tiempo de hospitalizacion total: dias
o EXitus: ... 1.NO e 2.5i
¢ Tiempo desde primera replicacion hasta exitus: dias
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La produccidn de interferébn gamma por los linfocitos T CD8+ CMV-especificos confiere
proteccion frente a la reactivacion de citomegalovirus en el paciente critico

CHECK LIST CITOCRIT

Paciente numero:
Iniciales: NHC:

Ndmero de Estudio:
Firma de Consentimiento informado
Serologia CMV Ig G+ IgM - al ingreso
Determinacién APACHE Il 24 h Ingreso UCI:
Determinacién SOFA 24 h Ingreso UCI:
Determinacion SAPS-II 24 h Ingreso UCI:
Extraccion Quantiferon CMV (fecha)

Extraccion Linfocitos (fecha)

Carga Viral CMV
Lunes Jueves

Semana UCI Bacteriemia NAVM

Semana 1

Semana 2

Semana 3

Semana 4

Semana 5

Semana 6

Semana 7

Semana 8

Semana 9

Semana 10

Semana 11

Semana 12

Semana 13

Semana 14

Semana 15

Semana 16

Semana 17

Fecha de alta de UCI:

Fecha de alta hospitalaria:
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