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1. INTRODUCCION

1.A. Trasplante Renal

Los avances obtenidos en el trasplante de 6rganos durante los ultimos 25 afios han
hecho que el trasplante de rifién sea consolidado como un procedimiento terapéutico
adecuado para los enfermos con insuficiencia renal crénica terminal, al mejorar la
supervivencia y la calidad de vida de los receptores. Estos avances se han logrado en
cinco &reas importantes':

1. Optima tipificaciéon en el donante y el receptor, minimizando con ello la

aparicion de rechazo.

2. Mejoras tanto en la preparacioén de receptor como en la preservacion del 6rgano

del donante.

3. Técnica quirurgica adecuada.

4. Tratamiento inmunosupresor preciso e individualizado.

5. Conocimiento profundo de la prevencidon, diagnodstico y tratamiento de la

infeccion.

Espafia es uno de los paises con gran actividad en el trasplante de 6rganos. El
primer trasplante renal se realizé en 1965% y en los ultimos 15 afios se ha realizado una
media anual de 1518 trasplantes renales’, lo que hace que sea considerado uno de los

paises con mayor indice de trasplantes renales realizados por cada millén de habitantes.



1.A.1. Evaluacion pretrasplante del donante y del receptor

La seleccién del receptor y del donante seria la primera medida a considerar para
evitar las complicaciones que pueden aparecer en el periodo del postrasplante.

I- Evaluacion y seguimiento del candidato a trasplante renal

La indicacién del trasplante renal en pacientes con insuficiencia renal crénica
terminal estd determinada por la calidad de vida del paciente y por el hecho de si los
beneficios del tratamiento compensan los riesgos.

Existe una serie de factores relacionados con el paciente que conllevan una mayor
mortalidad y pérdida del injerto: edad pacientes menores de 5 afios y mayores de 60,
diabetes que ultimamente ha mejorado desde el uso de ciclosporina (CsA) y dosis
menores de corticoides, y enfermedad cardiovascular severa'. Las enfermedades de
Fabry, oxalosis y amiloidosis que tenian resultados desalentadores, y se consideraban
como contraindicaciones, han mejorado la supervivencia en las dltimas series publicadas’.
En la tabla 1 se muestran las contraindicaciones absolutas y relativas al trasplante.

Los enfermos candidatos a trasplante, mientras permanecen en listas de espera
deben ser evaluados correctamente antes de la realizacion del mismo. Debe realizarse una
historia clinica detallada, exploracion fisica minuciosa y los estudios complementarios
que deben incluir las pruebas basicas: hemograma completo, VSG, radiografia de térax,
bioquimica hepética y de funcién renal. Ademads, para evitar que pasen inadvertidas

infecciones activas, se realizaran las pruebas® que figuran en la tabla 2.



Tabla 1. Contraindicaciones del trasplante renal

Absolutas:-

Relativas:

Infeccidn activa

Tumores malignos no operables
Enfermedad vascular severa

Alteraciones importantes de la coagulacién
Demencia

Negativa del paciente

Enfermedades renales con alta recurrencia
Alteraciones urolégicas (reflujo severo, vejiga neurdgena)
Enfermedad sistémica activa

Psicosis incontrolada

Falta de colaboracion del paciente

Mal estado general

Arterioesclerosis generalizada




Tabla 2. Pruebas para la evaluacién del candidato a trasplante

- HIV-1 e HIV-2. Mediante técnica de enzimoinmunoanalisis (EIA) de segunda y
tercera generacion y confirmando los positivos con Western-Blot y/o RNA-PCR

- Virus B y D de la hepatitis (VHB y VHD). HbsAg, HbeAG, anti-HBc, anti-HBs,
anti-HD mediante técnicas EIA y determinacion del ADN viral por PCR

- Virus C de la hepatitis (VHC). Anti-VHC con EIA-2 con determinacion del ADN
viral mediante PCR

-  Citomegalovirus (CMV). Determinacion de IgG mediante técnicas de EIA o
aglutinacion con latex

- Virus de Epstein-Barr (VEB). Determinacion de anticuerpos IgG especifica frente al
antigeno de la capside viral, medidos preferentemente por IFI convencional

- Virus de varicela zoster (VVZ). Determinacion de IgG especifica por método de EIA
indirecto o por IFI convencional o automatizada

- Virus herpes simple (VHS) tipo I y II. Determinacién de anticuerpos IgG especifica
mediante una prueba EIA

- Toxoplasma gondii. Determinacion de IgG especifica mediante técnicas de EIA,
aglutinacion directa modificada o inmunoflurescencia indirecta

- Lues. Estudio mediante prueba reaginica (VDRL o RPR). En los casos positivos es
precisa la confirmacién con una prueba treponémica

- Prueba cutanea de la tuberculina y test de reactividad cutaneo paralelo

- Cultivos de sangre, orina, esputo, heces y de todos los focos con sospecha de

infeccion activa.




La necesidad de transfusiones sanguineas en los candidatos a trasplante renal para
conseguir una mejor tolerancia al mismo, ha perdido importancia desde la utilizacion de
la CsA. Los riesgos de infeccion y sensibilizacion contrarrestan cualquier beneficio de
supervivencia del injerto”.

I1- Evaluacion del donante

Para la evaluacidon del donante se utiliza el mismo método que para el receptor
realizando una historia clinica, un examen fisico y finalmente se realizaran los estudios
complementarios descritos en la tabla 2. De ellos la determinacién de anticuerpos anti-
HIV, HBs Ag, anticuerpos anti-VHC, VDRL o RPR y probablemente anti-HBc, son las
determinaciones necesarias para la donaciéon de oOrganos. El objetivo es evitar la
transmision de infecciones potencialmente mortales a través del injerto y siempre es

recomendable congelar sueros del donante y del receptor para futuras determinaciones®.

1.A.2. Tipo de donante

I- Donante vivo

La existencia de este tipo de donante viene dada por la mejor supervivencia del
injerto y del paciente, y por la carencia de donantes cadaver. Varia mucho de unos paises
a otros, constituyendo un 15% en Europa y 30% en Estados Unidos. En el estudio
pretrasplante ha de realizarse la tipacion HLA, determinacidon del grupo sanguineo,
evaluaciéon médica general con especial atencion a la funcion renal y tracto urinario, asi
como la realizacion de arteriografia renal para la identificacion de posibles variaciones
anatémicas vasculares de rifién y del sistema colector®.

II- Donante cadaver

La mayoria de los rifiones utilizados para trasplante son de cadaver. Si bien los

resultados son mejores cuando se utilizan rifiones de donantes entre 5 y 60 afios, algunos



centros trasplantan edades inferiores o superiores. Se habla de donantes sub6ptimos’
refiriéndose a 6rganos de personas mayores de 65 o menores de 3 afios, extracciones en
pacientes con asistolia o en presencia de virus B o anticuerpos contra el virus C de la

hepatitis.

1.A.3. Extraccion y preservacion de 6rganos

I- Nefrectomia de donante cadaver

En la mayoria de los centros, las extracciones son multiorganicas, donde ademas
de los rifiones se extraen corazon, higado y, en ocasiones, pulmoén y pancreas. Los rifiones
son perfundidos in situ y extraidos en bloque con una porcién de aorta y de cava. Si no
existe extraccion multiorganica, solo se extraen los rifiones, intentando que la isquemia
caliente (tiempo que transcurre entre el cese de la circulacién sanguinea renal y el
comienzo del lavado con liquido de perfusion), sea lo mas cercana a cero minutos®.

II- Nefrectomia de donante vivo

Suele elegirse el rifién izquierdo por la mayor longitud de la vena renal, excepto
cuando existen variaciones anatémicas vasculares o uroldgicas. La isquemia caliente
nunca serd de cero minutos, ya que el lavado con el liquido de perfusion se tiene que
hacer una vez extraido el 6rgano™.

IT1- Preservacién renal

El almacenamiento en frio es el método mas usado, consiguiéndose preservaciones
de 48 horas o superiores. Los rifiones son perfundidos con una solucién fria de
composicion electrolitica similar a la intracelular, para lavado y almacenamiento de los
mismos. Con esta solucién se pretende minimizar el edema celular, evitar la pérdida de
potasio intracelular y evitar la produccion de productos toxicos. Las soluciones mas

utilizadas son la de Euro-Collins y la de la Universidad de Wisconsin’.



1.A.4. Técnica del trasplante renal

I- Trasplante renal heterotépico

La localizacion mas frecuente es extraperitoneal en la fosa iliaca derecha o
izquierda. La anastomosis de la arteria renal se realiza término-lateral a la arteria iliaca
externa o primitiva del receptor, o bien término-terminal con arteria hipogéstrica. La vena
renal se anastomosa de forma término-lateral con vena cava, o con vena iliaca (comun,
externa o interna). El uréter se implanta en cara superior de la vejiga, con realizacién de
técnicas antireflujo. Como ventajas tiene la facil accesibilidad; como desventajas presenta
la posibilidad de reflujo vesico-ureteral, trastornos de ereccién si se utiliza la arteria
hipogastrica en la anastomosis y problemas derivados de la vecindad de los vasos iliacos
en caso de precisar reintervenciones quirdrgicas®.

II- Trasplante renal ortotépico

Consiste en la colocacion del injerto en la fosa lumbar izquierda, con anastomosis
término-terminal de arteria renal del donante con arteria esplénica del receptor. La
anastomosis uroldgica se realiza mediante unién pielo-piélica. Permite una mayor
proteccién del drgano, asi como un funcionamiento mas fisiolégico de la via urinaria, sin
que existan problemas de reflujo.

III- Trasplante renal en bloque

Cuando se utilizan rifiones de nifios muy pequefios o de anencéfalos que presentan
problemas técnicos en la anastomosis, se procede al trasplante en bloque de los dos
rifiones, utilizando parche de aorta y cava para realizar las anastomosis vasculares. Los
uréteres se anastomosan a vejiga utilizando como parche el segmento de vejiga del

donante con que fueron extraidos®.



1.A.S. Inmunologia del trasplante

Se ha observado que los injertos entre individuos genéticamente idénticos son
perfectamente tolerados sin que se produzca reacciones de rechazo agudo, por lo que se
llegd a la conclusiéon de que determinadas estructuras antigénicas genéticamente
determinadas eran las que marcaban la compatibilidad o incompatibilidad tisular
(histocompatibilidad). Estas estructuras, complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),
son un grupo de genes que codifican los antigenos celulares que marcan la diversidad
entre individuos y son los desencadenantes de la respuesta inmune en los aloinjertos. Este
grupo de genes se conoce en el hombre como sistema HLA. Segun la funcién y la
distribucidn tisular, los antigenos del MHC se dividen en dos grupos®:
1. Antigenos de clase I (HLA-A, -B y -C). Son glucoproteinas compuestas de dos
cadenas, pesada y ligera. Se expresan en la membrana de casi todas las células nucleadas
y plaquetas y activan las células T -CD8 citotdxicas.
2. Antigenos de clase II (HLA-DR, -DP y -DQ). Son glucoproteinas compuestas de dos
cadenas de peso molecular similar. Se distribuyen de forma mas limitada y se expresan
por células presentadoras de antigenos: linfocitos B, macréfagos células dentriticas de
6rganos linfoides células mesangiales renales, células de Kupffer, células alveolares tipo
2 y células epiteliales del timo. Activan las células de fenotipo CD4.

Los individuos de una misma especie difieren en multitud de antigenos, pero los
" inmunolégicamente activos son los del sistema HLA. Hay otros antigenos que son los del
complejo menor de histocompatibilidad que pueden desencadenar ocasionalmente la
respuesta inmune. La incompatibilidad en el grupo sanguineo ABO produce rechazo
agudo por la gran vascularizacién del rifion que lo dota de gran cantidad de células
endoteliales que expresan los antigenos del sistema ABO. Esto no ocurre con el sistema

Rh.



e Respuesta inmune

Las células encargadas de reconocer los antigenos extrafios del MHC son los
linfocitos T (LT). Tras su reconocimiento se produce lisis y destruccién tisular por LT
citotoxicas, aunque también pueden intervenir macréfagos y monocitos. En general los
LT expresan diferentes antigenos de membrana. Los que expresan el antigeno CD4 y
CD3 son las colaboradoras, y su funcion en el rechazo agudo es reconocer los antigenos
HLA de clase II extrafios y poner en marcha la respuesta inmune. Los LT que expresan
los antigenos CD8 y CD3 son los citotoxicos, y reconocen los antigenos HLA de clase I y
producen lisis celular. En algunas circunstancias las células T CD8 pueden proporcionar
su propia funcidn colaboradora, independientemente del subtipo CD4. A la inversa, la
célula T CD4 puede tener funcién citotéxica y mediar la lisis de las células blanco sin la
intervencion del subtipo CD8. Por ello, tanto las células CD4 como CDS8 pueden mediar
el rechazo del injerto independientemente. La mayoria de los episodios de rechazo
implica a ambos tipos de células. Los linfocitos T supresores (Ts) también expresan los
antigenos CD8 y CD3, y estan encargados de frenar y modular la respuesta inmune una
vez desencadenada. Los LT CD8 (citotoxicos) se encargan de la lisis celular directa
previo reconocimiento de un antigeno extrafio de clase I por sus receptoress"o.

En la respuesta inmune los linfocitos T colaboradores reconocen un antigeno
extrafio del MHC clase II y produce una serie de linfocinas:
1- Interleucina 2 (IL-2), que estimula la proliferacion de linfocitos T4 y T8 citotoxicos.
2- Interleucina 4 (IL-4). Es un factor estimulador de los linfocitos B responsable de la
activacion y diferenciacion de los LB a células plasmaticas productoras de anticuerpos
frente a los antigenos tisulares. Estos anticuerpos se unen al antigeno situado en la
superficie tisular, produciéndose la citdlisis por células T dependiente de anticuerpos

(ADCC).
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3- Interferén gamma (IFN-gamma). Aumenta la expresioén celular de los antigenos HLA
clase I y II y hace que se expresen los de clase II en las células que primariamente no lo
hacian, activando ademas el sistema monocito-macrofago, lo que aumenta la respuesta
inmune. Se produce, por tanto, proliferacion clonal de LT citotéxicos (CD4 y CDS8)
dirigida contra células que expresan los antigenos HLA extrafios que se va
autoamplificando a través de la secrecion de las diferentes interleucinas.

Intervienen también mecanismos de daiio tisular inespecificos como la reaccién de
hipersensibilidad celular retardada o la lisis por células natural killer (NK). En el primero,
estan implicados los linfocitos T CD4 que reclutan macréfagos y células T CD8, que
aumentan su capacidad fagocitica y microbicida. El segundo mecanismo parece tener un
papel en el rechazo agudo, pero no ha sido establecido claramente. En la respuesta celular
especifica, el linfocito T citotoxico es la célula que produce el dafio primario al injerto. La
respuesta celular no especifica es probablemente responsable de la mayoria del dafio
tardio al injerto.

La presencia frecuente en el suero del receptor de anticuerpos a antigenos
preformados, trasplantes anteriores, embarazo, otras transfusiones, puede producir

rechazo hiperagudo al revascularizarse el injerto”'°.

1.A.6. Tratamiento inmunosupresor

El éxito del trasplante renal se ha conseguido gracias a la actuacién directa sobre
la respuesta inmune del receptor mediante farmacos inmunosupresores, con lo que se ha
logrado cada vez mejores resultados, tanto en la prevenciéon como en el tratamiento del
rechazo. Los farmacos inmunosupresores, por su mecanismo de accién y efecto

terapéutico pueden dividirse en diferentes clases.
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Los glucocorticoides son una parte indispensable del tratamiento inmunosupresor,
aunque no son capaces por si solos de mantener el injerto libre de aloreactividad.
Interfieren indirectamente con la proliferacion de células T al disminuir la produccion de
IL-1 e IL-2. La prednisona, especialmente a dosis elevadas, produce linfopenia,
monocitopenia, eosinopenia, neutrofilia'".

La azatioprina ejerce su efecto inmunosupresor inhibiendo la proliferacién de los
linfocitos T y B. Es eficaz en la prevencién de rechazo pero carece de efecto en el
tratamiento del rechazo establecido. Entre sus efectos adversos destaca la mielosupresion
dosisdependiente'” e induce un mayor riesgo de infeccién bacteriana o fingica.

La ciclosporina, como agente inmunosupresor, ha aumentado la supervivencia del
injerto y del paciente en todos los trasplantados de 6rgano sé6lido, cuando se compara con
los resultados obtenidos en la era preciclosporina'? y es la responsable del gran avance del
trasplante. El mecanismo inmunosupresor de la ciclosporina viene determinado por la
inhibicién de la funcién de los linfocitos T citotdéxicos. Se une a un receptor en la
superficie del linfocito y penetra en la célula. Posteriormente, se une a un receptor de alta
afinidad, una inmunofilina denominada ciclofilina'>. Este complejo penetra en el nucleo
alterando la transcripcion del ARN mensajero que codifica para la sintesis de linfocinas,
inhibiendo su produccién y liberacidn, especificamente la producciéon de IL-2 y otras
citocinas por los linfocitos T y disminuye la respuesta del linfocito T. De esta manera,
disminuye la proliferacion de los linfocitos T activados mediada por la accién de IL-2 y
suprime la proliferacion de linfocitos T citotoxicos respetando las subpoblaciones de
linfocitos T supresoras. La baja incidencia de infeccion en los pacientes tratados solo con
ciclosporina por una enfermedad autoinmune sugiere la importancia de los corticoides y

otros cofactores en el desarrollo de la infeccion en el paciente sometido a trasplante. Un
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buen numero de estudios parece demostrar un menor riesgo de infeccion en los pacientes
con trasplantes renales y cardiacos tratados con ciclosporina y esteroides.

El tacr6limus (FK-506) es 7-10 veces mas potente que la ciclosporina, si bien su
mecanismo de acciéon es parecido. Tiene una estructura quimica diferente, es un
macrolido mas que un péptido. Al igual que la ciclosporina, el tacrélimus se une de
manera no covalente a una inmunofilina, distinta que la ciclofilina denominada
fungifilina. El complejo tacrélimus-fungifilina se une de forma especifica y competitiva a
la calcineurina inhibiendo un paso metabdlico precoz de la activacion de los linfocitos T,
disminuyendo la expresion de algunos genes de activacion precoz de los linfocitos T. Su
efecto inmunosupresor fundamental es la inhibicion de la sintesis y liberacion de IL-2 y
de la expresion de su receptor linfocitario. Se ha utilizado en diferentes trasplantes de
6rgano sélido como tratamiento inmunosupresor primario de sustitucion de la
ciclosporina.

Los sueros antilinfocitarios, o las fracciones activas de las gammaglobulinas
contra los linfocitos (ALG) o contra los timocitos (ATG), son preparaciones con gran
actividad inmunosupresora. Su mecanismo de accién no es bien conocido, ya que estos
sueros tienen muchos anticuerpos con diferentes especificidades. Se sabe que destruyen
los linfocitos circulantes y los existentes en los 6rganos linfoides mediante opsonizacion
por el sistema reticuloendotelial. Se han utilizado asociados a ciclosporina, esteroides o
azatioprina, en la profilaxis y en el tratamiento de los episodios de rechazo, basicamente
aquellos no controlables con esteroides. El anticuerpo OKT3 es el unico monoclonal
disponible en la inmunosupresion postrasplante. Actia destruyendo linfocitos CD3
positivos en presencia de las fracciones C; y Cy del complemento. Se ha utilizado con
éxito para prevenir el rechazo agudo, como primera elecciéon o como tratamiento de

rescate del rechazo resistente a los esteroides. La incidencia de viremia y enfermedad por
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CMV estd aumentada en los pacientes que reciben tratamiento con sueros
antilinfociticos, tanto policlonales como monoclonales (OKT3). La incidencia de
enfermedad por CMV puede pasar del 10-20% al 60% en los pacientes en terapia
citolitica, disminuyendo si se realiza un tratamiento con ganciclovir'. Otros estudios
demuestran un aumento de la enfermedad linfoproliferativa postrasplante secundaria al
virus de Epstein-Barr y de la neumonia por Pneumocystis carinii asi como la enfermedad
diseminada por herpes simple tipo 1.

El micofenolato es un inmunosupresor cuyo mecanismo de accidn viene
determinado por la inhibicidn reversible de novo de la sintesis del nucleétido guanosina,
indispensable para la sintesis de ADN y ARN. El resultado final es una inhibicién de la
proliferaciéon de los linfocitos B y T con una menor mielotoxicidad respecto a la
azatioprina. Se ha utilizado con buenos resultados en el contexto del trasplante renal para
la prevencion del rechazo agudo como para el tratamiento del rechazo refractario a otros
tratamientos. En los ensayos clinicos realizados, tanto la viremia como la enfermedad por

CMV fueron algo mas frecuentes en los pacientes tratados con micofenolato'.

1.A.7. Evolucion del trasplante renal

I- Rechazo de injerto

A pesar de los avances conseguidos en el tratamiento inmunosupresor, el rechazo
sigue siendo una causa importante de pérdida del injerto. Como se ha visto, el rechazo
describe el dafio ocasionado al 6rgano trasplantado, mediado por células y anticuerpos,
que se produce cuando un injerto es reconocido como extrafio. Segin la clinica y la
histologia que presenta, el rechazo se clasifica en tres tipos principales: hiperagudo,

agudo y crénico®'?,
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e Rechazo hiperagudo: Es muy raro y usualmente ocurre a los pocos minutos o primeras
horas de iniciarse la revascularizacién. Se produce cuando el receptor de trasplante tiene
anticuerpos preformados circulantes contra el sistema HLA del donante. El rifién se torna
cianotico, de aspecto moteado y de consistencia blanda. Después de la revascularizacién
del injerto, existe un intenso infiltrado de neutréfilos, seguido de lesiones en los capilares
glomerulares y hemorragia. Los neutréfilos interaccionan con las células sensibilizadas a
través de la reactivacion del complemento. Suele ser refractario al tratamiento con
inmunosupresores convencionales y precisa la realizacion de trasplantectomia urgente.

e Rechazo agudo: Ocurre en los primeros dias, teniendo su maxima incidencia en los tres
primeros meses. Suele cursar con fiebre, disminucioén o ausencia de diuresis, aumento de
urea y creatinina, disminucion de sodio en orina y aparicién o aumento de proteinuria. En
~ pacientes tratados con CsA, estos hallazgos clinicos pueden ser minimos, haciendo dificil
el diagnéstico diferencial de toxicidad por la misma. Desde el punto de vista
anatomopatoldgico, existen dos tipos: 1) Rechazo celular, en que la respuesta del receptor
es predominantemente celular, mediada por células T, dando lugar a edema intersticial,
infiltracién de corteza por células mononucleares y eosinéfilos, nefritis tubulointersticial
y tubulitis. 2) Rechazo vascular, en que la respuesta efectora del huésped es
predominantemente humoral, mediada por anticuerpos, dando lugar a edema intersticial
con moderado infiltrado de células mononucleares y células endoteliales de los capilares,
oblitercién de arteriolas por trombos y puede haber necrosis cortical. El rechazo agudo
celular tiene una alta respuesta al tratamiento, siendo de mucho peor prondstico el
rechazo vascular. Actualmente, el tratamiento de rechazo agudo se basa en la utilizacién
de esteroides a dosis elevadas, anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales*>'.

Los corticoesteroides no deben utilizarse en caso de infecciones incontrolables ni



leucopenia intensa. Si después de dosis altas de metilprednisolona por via intravenosa no
se consigue revertir el rechazo, debe realizarse biopsia renal, y si existe infiltrado
inflamatorio intenso, debe considerarse el uso de anticuerpos policlonales
(gammaglobulina antilinfocitica, gammaglobulina antitimocitica), o bien anticuerpos
monoclonales OKT3. En los rechazos agudos con afectacion vascular, las posibilidades
terapeuticas son menores Yy el prondstico es peor.
e Rechazo cronico: Es el resultado final de episodios repetidos de rechazos agudos o de
un proceso inflamatorio progresivo, por lo que su inicio puede ocurrir en las primeras
semanas después del trasplante o en cualquier momento posterior del mismo. Implica al
sistema inmune celular y humoral. Los hallazgos clinicos consisten en empeoramiento
progresivo de la funcién renal, proteinuria e hipertensiéon arterial. Los hallazgos
histolégicos mas caracteristicos son engrosamiento subendotelial de la pared capilar,
fibrosis intersticial y atrofia tubular. Deben descartarse otras causas de empeoramiento de
la funcién renal como toxicidad por ciclosporina, estenosis vasculares o ureterales y
glomerulopatias recurrentes o de novo. No existe tratamiento especifico, llevando
progresivamente a la pérdida del rifion. En pacientes que reciben prednisona y
azatioprina, la sustitucién de ésta por ciclosporina mejora a veces la funcién renal
temporalmente. Asimismo, en pacientes con prednisona y CsA, la disminucion de ésta y
la asociacion de azatioprina puede mejorar la funcién renal.

I1- Fracaso renal agudo

El empeoramiento de la funcion renal después de trasplante es un hecho frecuente,
y en ocasiones, es dificil identificar la causa del mismo: NTA, rechazo o toxicidad por
CsA, especialmente durante el primer mes postrasplante, momento en el que pueden

coexistir varias. Las causas mas frecuentes son:
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® Necrosis tubular aguda (NTA)

Su incidencia en el trasplante renal de caddver es variable (30%-90%). Su
patogénesis puede ser debida a factores relacionados con el donante (edad avanzada,
hipotension, uso de vasopresores para mantenimiento hemodinamico y parada cardiaca
previa a la extraccion), tiempos de isquemia caliente y fria alargados, y tiempos de
anastomosis prolongados*’. Se ve mas frecuentemente con el uso de CsA vy,
probablemente, indica toxicidad de la misma en un rifion previamente alterado. Las
estrategias encaminadas a disminuir esta complicaciéon son: buen mantenimiento
hemodinamico del donante y la administracion de manitol previa al desclampaje de la
arteria renal.

e Glomerulopatias en el injerto

Las glomerulopatias aparecidas después del trasplante pueden llevar a un
empeoramiento de la funcién renal®’. Existen cuatro tipos diferentes.

1. Glomerulonifritis del donante. Los rifiones de un donante cadaver pueden tener
glomerulonefritis insospechada. Se han trasplantado rifiones con nefropatia IgA no
conocida, y de pacientes con nefropatia diabética.

2. Recurrencia de la enfermedad de base. Se han descrito recidivas de todo tipo de
glomerulopatias primarias, siendo las mas frecuentes las membranoprolifertivas tipo I y
II, nefropatia IgA, hialinosis focal y segmentaria, y sindrome hemolitico urémico. Se
manifiestan clinicamente por presencia de hematuria microscopica y proteinuria que
puede evolucionar a sindrome nefrdsico y posterior deterioro de la funcion renal. Entre
las enfermedades sistémicas que pueden recurrir en el injerto se encuentran nefropatia
diabética, amiloidosis, cistinosis, oxalosis, enfermedad de Fabry, enfermedad de células

falciformes y lupus eritematoso sistémico.



3. Glomerulopatia del trasplante. Es una entidad que puede ser considerada como una
forma especial de rechazo crénico. Histologicamente es parecida a la glomerulonefritis
membranoproliferativa tipo I. Cursa con hematuria microscopica, proteinuria y
empeoramiento de la funcién renal.
4. Glomerulopatia de novo. Es el desarrollo de glomerulonefritis en pacientes sin
historia de enfermedad glomerular. Los tipos mas frecuentes son glomerulonefritis
membranosa y hialinosis focal y segmentaria.

ITI- Toxicidad por Ciclosporina

El uso de CsA ha mejorado los resultados obtenidos en el trasplante de érganos,
pero se asocia con diferentes efectos toxicos. El principal y mas importante es su
nefrotoxicidad®”.
e Toxicidad aguda: Suele ocurrir entre la 3* y 4* semana postrasplante, y se ha visto
incluso después de la primera dosis. Generalmente, es debida a niveles elevados de la
misma en sangre, pero ha ocurrido incluso con niveles normales o bajos. El hecho
primario en la toxicidad aguda consiste en un incremento en las resistencias vasculares,
predominantemente a nivel de la arteriola aferente del glomérulo, con disminucién del
flujo sanguineo renal. Los cambios histologicos son minimos, consistiendo en afectacion
1) tubular: mitocondrias gigantes, vacuolizacién tubular y microcalcificaciones, 2)
intersticial: infiltracion mononuclear y 3) vascular: necrosis arteriolar. Clinicamente, se
manifiesta como empeoramiento de la funcion renal, disminucién de la excrecion renal de
sodio con retencion de agua y formaciéon de edemas, acidosis hiperclorémica e
hiperpotasemia. Se diferencia histolégicamente del rechazo agudo, sobre todo, por la
ausencia de infiltrado inflamatorio extenso. La suspension o disminucién de la dosis

revertira dichas lesiones.
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e Toxicidad crénica: Consiste en disfuncién renal irreversible asociada a lesiones
vasculares e intersticiales. Dichas lesiones consisten en depodsito proteico en la pared
arteriolar que produce estrechamiento y obliteracién de la luz vascular, y atrofia tubular
con fibrosis intersticial. Dichas lesiones son habitualmente progresivas y raramente

reversibles a pesar de disminuir las dosis de dicho farmaco.

1.A.8. Complicaciones del trasplante

La técnica quirdrgica esta estandarizada y, por tanto, la pérdida de rifiones por la
misma es minima.

I. Complicaciones urolégicas

Dichas complicaciones pueden ser evitadas con un estudio previo del tracto
urinario del receptor, asi como con una cuidadosa extraccion del rifiéon del donante. Entre
las complicaciones més frecuentes estan:

e Linfocele

Consiste en la presencia de una masa quistica en las proximidades del rifidn,
producido por la seccién de vasos linfiticos y no ligados correctamente, durante la
intervencion quirtrgica. Usualmente se presenta en los primeros meses postrasplante,
pudiendo causar, si la coleccién es importante, y por efecto de masa, deterioro de la
funcién renal por compresion del uréter, hinchazén de la pierna por dificultar el retorno
de la vena iliaca, polaquiuria por disminucién de la capacidad vesical, o tenesmo por
compresion rectal*’. Se diagnostica por estudio ecogrifico, y el tratamiento consiste en
drenaje externo del mismo, en ocasiones precisa drenaje interno a cavidad peritoneal. La

profilaxis radica en una técnica quirdrgica correcta.
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o Fistula urinaria

Es una complicacién infrecuente, pero seria; ocurre en los primeros momentos
después del trasplante. Generalmente se debe a traumatismos del uréter durante la
extraccion, necrosis total o distal del uréter secundario a trombosis de la arteria ureteral, o
a errores técnicos en el implante de uréter o vejiga®. Clinicamente se caracteriza por
dolor, disminucién o ausencia de diuresis vesical, empastamiento de la zona de la herida
debido a la coleccidon de orina “urinoma”, pérdida de orina por la herida o por pericatéter
de drenaje y, en ocasiones, fiebre inexplicable y edema de escroto o vulva. Se diagnostica
por estudio ecografico, viéndose una coleccion perirrenal o en el trayecto hasta vejiga, y
mediante estudio isotopico fuera del uréter. El tratamiento consistird generalmente en
exploracién quirdrgica, practicandose extirpacion de uréter necrosado y reimplante del
resto a vejiga, o bien realizando anastomosis pielo-piélica con via excretora ipsilateral del
receptor si existe necrosis total del uréter. Si la fistula es pequefia, en ocasiones se puede
esperar el cierre espontineo, manteniendo la sonda vesical para conseguir un buen
drenaje.

® Obstruccion ureteral

La obstrucciéon aguda del uréter en el postrasplante inmediato puede ser debida a
coagulo de sangre, edema de mucosa, isquemia ureteral distal o total, trastornos de
insercion de uréter en vejiga y, ocasionalmente, a hematoma o linfocele que comprimen el
uréter’. Se caracteriza por oliguria o anuria y se diagnostica por ecografia (hidronefrosis),
estudio isotdpico y pielografia anterdgrada (ausencia de paso del contraste a vejiga). El
tratamiento consiste en dilataciéon con balén a través de nefrostomia, y se realiza
intervencion quirtrgica si fracasa lo anterior. Las obstrucciones tardias pueden ser

debidas a fibrosis periureteral y litiasis renal. Las litiasis han sido publicadas con una
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incidencia del 1%-2%, siendo debidas a complicaciones urologicas y a presencia de
hipercalcemia, hiperoxaluria, etc. y, en ocasiones, a la presencia de calculos en el rifién
del donante.

e Reflujo vésico-ureteral

Se presenta con una incidencia del 4%-65%, dependiendo de las técnicas
antirreflujo realizadas. Su presencia no ha ido acompafiada de mayor incidencia de
infeccion del tracto urinario.

I1. Complicaciones infecciosas

Mas del 80% de receptores de trasplante sufre, al menos, un episodio infeccioso
durante el primer afio postrasplante. Las infecciones mas frecuentes son: virica (50%),
bacteriana (30%) y fungica (3%). Es util dividir el periodo postrasplante en tres etapas™'*:
Primer mes postrasplante: Se puede considerar en este periodo tres tipos de infeccion.
e Infecciones asintomaticas presentes en el receptor, exacerbadas por el acto quirurgico,
que se hacen evidentes en el momento de iniciar el tratamiento inmunosupresor, como por
ejemplo el tuberculosis. El diagnéstico de una infeccién activa es una contraindicacién
absoluta para el trasplante. Por lo tanto, es imprescindible el diagnostico precoz y
tratamiento eficaz de estas infecciones.
e Las infecciones transmitidas a partir de un injerto contaminado. Es importante que el
donante sea evaluado para descartar tanto infecciones agudas como crénicas. El
diagnostico de infecciones virales como las del VIH y el VHB contraindica el trasplante.
¢ Durante este periodo, mas del 95% son infecciones bacterianas o fungicas de la herida,
neumonias postoperatorias o infecciones relacionadas con las vias intravenosas o sondaje

vesical. La infeccion del tracto urinario es la causa mas frecuente de infeccion bacteriana
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después del trasplante con una incidencia del 35%-79%, y esté relacionada con la sonda,
técnica quirdrgica y la inmunosupresion.
Periodo entre primer y sexto mes: Durante este tiempo ocurren las enfermedades
infecciosas mas serias, debido al maximo efecto del tratamiento inmunosupresor. Las
causas mas frecuentes son las infecciones viricas, siendo la infeccién por citomegalovirus
la responsable de dos tercios de los episodios febriles durante este periodo. Este, a su vez,
produce mayor inmunosupresion, que conlleva al desarrollo de infecciones oportunistas
(Pneumoscistis carinii, listeria monocitogenes, Aspergilus, Toxoplasma). Se ha
comprobado que la infeccién por virus herpes induce un estimulo de la sintesis de
citocinas y factores de crecimiento responsables a su vez de modular la expresividad de
ciertos antigenos de histocompatibilidad sobre el 6rgano trasplantado, lo cual puede
favorecer la aparicion de rechazo y contribuir a potenciar la inmunodepresion.
Mais de seis meses postrasplante: En pacientes con rifion normofuncionantes (75%), las
infecciones son similares a las de la poblacion general (infecciones urinarias, neumonias
neumocdcicas, etc.). En pacientes con infeccién virica crénica por citomegalovirus,
hepatitis B o C, etc. (10%-15%), la medicacion inmunosupresora estimula la proliferacion
de estos virus, por lo que el organismo no erradicara dichas infecciones. Finalmente, el
5%-15% de pacientes presenta mala funcion renal (creatinina>2,7 mg/dl), historia de
rechazo agudo o crénico, y excesiva cantidad de medicacion inmunosupresora, por lo que
tendran mayor riesgo de infecciones oportunistas.

ITI. Complicaciones cardiovasculares

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de morbilidad y mortalidad
después del trasplante renal. Se debe sobre todo al trasplante de individuos mayores,
diabéticos, y a la mayor supervivencia del injerto. Existe una serie de factores que

predisponen a dichas complicaciones:
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e Hipertension arterial

La existencia de hipertension anterior al trasplante o el desarrollo de ésta después
del mismo contribuyen a acelerar la enfermedad vascular y empeorar la funcion renal. La
etiologia es multiple, dependiendo unas veces del receptor: hipertension esencial, rifiones
propios, y otras del rifién trasplantado: rechazo, glomerulonefritis, estenosis de la arteria
renal, y finalmente del tratamiento inmunosupresor: prednisona y CsA.

e Estenosis de la arteria renal

Tiene una incidencia del 2%-5%, y se puede localizar en el lugar de la
anastomosis o a lo largo de la arteria renal (fig. 4). Las causas que predisponen a la misma
son problemas técnicos o por fibrosis a nivel de la anastomosis, arterioesclerosis y
acodamiento de la arteria renal. La principal consecuencia de la misma es el desarrollo de
hipertension arterial y a veces empeoramiento de la funcién renal. Un aumento de urea y
creatinina después del tratamiento con inhibidores de la enzima de conversion de la
angiotensina nos debe hacer sospechar la existencia de dicha patologia. El diagnéstico se
realiza mediante arteriografia renal y el tratamiento consiste en la realizacién de
angioplastia transluminal percutanea, técnica que consigue buenos resultados, sin tener
que hacer en la mayoria de los casos tratamiento quirtrgico.

La hiperlipidemia e hiperglucemia se relacionan generalmente con la utilizacién
de prednisona y CsA y son factores importantes en el desarrollo de complicaciones
cardiovasculares.

IV. Complicaciones digestivas

Dentro de las complicaciones digestivas después del trasplante, pueden
presentarse hemorragias en pacientes con o sin historia antigua de tulcera; el estrés y el

uso de esteroides son factores predisponentes. Las perforaciones del intestino delgado y
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grueso, infrecuentes pero muy serias, son debidas sobre todo a diverticulitis, isquemia,
yatrogenia o a impactacion fecal’. El uso de prednisona y CsA predisponen a una mayor
incidencia de pancreatitis.
La afectacion hepatica en los pacientes con trasplante renal se presenta entre el 9%-34%.
Las causas mas frecuentes de la misma son: infecciones viricas (hepatitis B, C y
citomegalovirus), lesiones téxicas (azatioprina, CsA, metildopa) y hemosiderosis en
pacientes que hayan requerido miltiples transfusiones sanguineas durante el periodo en
dialisis.

V. Complicaciones tumorales

Hoy es bien conocida la mayor incidencia de tumores en pacientes tratados con
inmunosupresores™”. Presentan una incidencia del 5%-6%, si bien existen grandes
variaciones geograficas, dependiendo sobre todo de la mayor o menor exposicion al sol.
Entre los factores predisponentes estan: depresion del sistema inmune, estimulacion
antigénica crénica en presencia de inmunosupresion, mayor susceptibilidad a infeccion
por virus oncogénicos, accion neoplésica directa de los farmacos inmunosupresores, asi
como la exposicion al sol. Los tumores aparecidos después del trasplante son,
predominantemente, de origen epitelial y linfoproliferativo. Los canceres mas frecuentes
son los de piel, sobre todo carcinoma de células escamosas, seguidos de linfomas,
sarcoma de Kaposi, carcinoma renal, carcinoma de cervix, etc. Es preciso, por tanto,
evitar exposiciones prolongadas al sol, realizaciéon de examenes fisicos cuidadosos y
biopsias de las lesiones sugestivas de neoplasia. En los tumores agresivos estara indicado

disminuir o suspender el tratamiento inmunosupresor.
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VI. Otras complicaciones

e Trastornos hematolégicos como la aplasia medular pueden ser desencadenados
por azatioprina. La CsA puede causar anemia hemolitica en asociaciéon con sindrome
hemolitico urémico. La eritrocitosis (HCT>52%) puede verse en el primer afio después
del trasplante, pudiendo estar asociado con buena funcién renal, rechazo crénico, o
estenosis de la arteria renal.

e Complicaciones éseas: La osteoporosis y necrosis Osea avascular han
disminuido significativamente con el uso de menores dosis de corticoidess_ En los
primeros momentos después del trasplante se producen pérdidas renales de bicarbonato y
fosforo debidas sobre todo a disfunciéon tubular proximal, requiriéndose aporte oral de
fosforo.

e La hipercalcemia puede ocurrir en pacientes con hiperparatiroidismo severo,
resolviéndose habitualmente en el primer afio postrasplante. De no ocurrir asi, precisara
paratiroidectomia.

El 5%-10% de los trasplantados desarrollaran diabetes, generalmente debido al

efecto hiperglucemiante de esteroides y CsA.

1.A.9. Resultados del trasplante renal

En los inicios del trasplante, cuando aiun no se conocian bien los farmacos
inmunosupresores, los resultados del mismo eran desalentadores, pues fallecia la mayoria
de los pacientes por problemas infecciosos relacionados con excesiva inmunosupresion.
Con el mayor conocimiento de la técnica quirurgica, mejores cuidados clinicos, y mejor
uso y conocimiento del tratamiento inmunosupresor como introduccion de la CsA y uso

de dosis menores de corticoides, ha mejorado ostensiblemente la supervivencia del injerto
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y del paciente. La supervivencia del paciente con trasplante renal de caddver es del 96%
en el primer afio y del 85% a los cinco afios. Durante el primer afio postrasplante, la
principal causa de pérdida del injerto es el rechazo agudo. Las complicaciones
cardiovasculares son actualmente las principales causas de morbimortalidad del trasplante

renal, habiendo desplazado a las complicaciones infecciosas’.

26



1.B. Familia Herpesviridae

1.B.1. Sistematica
La familia herpesviridae incluye alrededor de 100 virus diferentes, entre los que
solamente un pequefio niimero es capaz de infectar al hombre.
El Comité Internacional para la Nomenclatura de los virus (ICNV) establece en
1970 las caracteristicas de los virus del grupo herpes con criptograma D/2; 54-92/7, S/S;
V/0:
—  ADN bicatenario, con un peso molecular (PM) de 54-150 x 10® Daltons
—  Indice G+ C=57% - 74%
—  El diametro aproximado del virién esta comprendido en un rango de 100-150
mandmetros (nm).
—  Capside de simetria icosaédrica y compuesta invariablemente por un total de
162 capsémeros.
- Cubierta de naturaleza lipidica.
—  Replicacioén inicial en el nucleo de la célula huésped y sintesis de proteinas
estructurales en el citoplasma.
—  Inclusiones intranucleares caracteristicas.
—  Son virus que no necesitan de un artrépodo vector para su transmision.
Posteriormente el grupo encargado del estudio de los virus herpes propone al

ICNV que se designe a cada miembro de dicha familia con un numero, segun la
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numeracién arabiga (Roizman, 1973).

La clasificacién de los virus herpes seria la siguiente:
Herpesvirus humano 1 = Virus del Herpes simple tipo 1 (VHS-1)
Herpesvirus humano 2 = Virus del Herpes simple tipo 2 (VHS-2)
Herpesvirus humano3 = Virus de la Varicela Zoster (VVZ)
Herpesvirus humano 4 = Virus del Epstein-Barr (VEB)
Herpesvirus humano 5 = Citomegalovirus (CMV)
Herpesvirus humano 6 = Herpes virus 6 (HVH6)
Herpesvirus humano 7= Herpes virus 7 (HVH7)

Herpesvirus humano 8 = Herpes virus 8§ (HVHS)

Aunque los virus HVH6, HVH7 y HVHS han sido aislados con posterioridad a
esta clasificacion, han seguido la nomenclatura adoptada por el ICNV.

Basandose en propiedades biolégicas, el ICNV divide en 1979 a la familia
Herpesviridae en tres subfamilias: alphaherpesvirinae, betaherpesvirinae y
gammaherpesvirinae, a las que se han ido incorporando, progresivamente, los nuevos
virus herpes descubiertos seglin sus caracteristicas morfologicas, replicativas, etc.

e Subfamilia Alphaherpesvirinae

—  Células huésped: variedad muy amplia tanto in vivo como in vitro.
—  Ciclo reproductivo: corto.

—  Infecciones latentes: frecuentes en células nerviosas.

—  Dentro de esta subfamilia se agrupan:

Herpesvirus humano 1 = Virus del Herpes simple tipo 1 (VHS-1)
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Herpesvirus humano 2 = Virus del herpes simple tipo 2 (VHS-2)
Herpesvirus humano 3 = Virus de la Varicella Zoster (VVZ)
e Subfamilia Betaherpesvirinae
- Células huésped: in vivo la variedad es muy extensa, in vitro casi
exclusivamente fibroblastos.
—  Ciclo reproductivo: largo
- Infecciones latentes: en células de glandula secretora, linforreticulares,
renales y otros tejidos.
— A esta subfamilia pertenecen:
Herpesvirus humano 5 = Citomegalovirus (CMV)
Herpesvirus humano 6 = Herpes virus 6 (HVH6)
Herpesvirus humano 7 = Herpes virus 7 (HVH7)
e Subfamilia Gammaherpesvirinae
—  Células huésped: in vivo, células epiteliales y linfaticas. In vitro, células
linféticas, epiteliales y fibroblasto.
—  Ciclo reproductivo: variable.
- Infeccion latente: tejido linfatico.
- En esta subfamilia se encuadra:
Herpesvirus humano 4 = Virus del Epstein-Barr (VEB)
Herpesvirus humano 8 = Herpes virus 8 (HVH-8)
Estas divisiones, adoptadas por el ICNV, fueron confirmadas por el grupo para el
estudio de los virus herpes (1981), con las posteriores inclusiones de los virus HVHS,

HVH7 y HVHS en las mismas.
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1.B.2. Estructura
Un estudio detallado de la estructura de estos virus nos permite observar que se

trata de una particula esférica de 150-200 nm de diametro con cuatro elementos

estructurales'®:

- Core opaco a los electrones.

- Cépside icosaédrica de 100-120 nm de didmetro con 162 capsémeros. Estos
pueden ser triangulares, pentdmeros y hexameros, distribuidos de forma regular.

- Una matriz o tegumento amorfo que rodea la capside, y que estd constituido por
un numero variable de proteinas que constituyen un material poco estructurado.

- Envuelta externa de naturaleza lipidica con espiculas glicoproteicas en su
superficie codificadas por el propio virus y que suelen estar implicadas en la

adsorcidn del virus a la superficie de la célula.

Figura 1.

Estructura de un virus herpes visualizado mediante microscopio electrénico.
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1.B.3. Genoma de los virus herpes

Se trata de ADN de doble cadena con un tamaifio y un contenido en G+C variable:

e VHS

ADN de doble cadena de unos 150 kpb.
Contenido de G+C:68 en VHS-1 y 69% en VHS-2.

Codifica para mas de 70 proteinas, 33 de las cuales son estructurales'’.

ADN de doble cadena de unos 125 kpb.
Contenido de G+C del 46%.

Codifica para més de 30 proteinas virales (PM de 5-200 kD)".

ADN de doble cadena de unos 172 kpb.

Codifica para unas 100 proteinas de un tamafio medio'”.

ADN de doble cadena de unos 230-240 kpb.
Contenido de G+C: 57%.

Codifica para unas 200 proteinas'>.

ADN de doble cadena de unos 160-170 kpb.
Contenido de G+C: 43%.

Codifica para unas 100 proteinas'®.
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El genoma de HVH-7 presenta una gran homologia con HVH-6'" y el de HVH-8
con VEB'®,

1.B.4. Replicaciéon

Todavia se desconoce mucho del ciclo replicativo de los virus herpes, sobre todo
en cuanto a las proteinas que intervienen en cada uno de los pasos del mismo, y
especialmente en el caso de los nuevos virus herpes (HVH-6, HVH-7 y HVH-8)".

El ciclo reproductivo en los virus herpes es corto para la subfamilia
alphaherpesvirinae, largo para la subfamilia betaherpesvirinae y variable para la
subfamilia gammaherpesvirinae.

Con las variaciones propias de cada uno de los virus herpes, el ciclo reproductivo,
en lineas generales, se compone de los siguientes pasos'*:

- Contacto inicial y penetraciéon en la célula huésped mediado por espiculas de
glicoproteinas en la superficie de la envuelta viral. Estas glicoproteinas reconocen
un “receptor” en la superficie de la célula. Ademas, existiran distintos procesos
morfolégicos, bioquimicos y fisiolégicos que contribuiran a la vulnerabilidad
selectiva que ofrece la infeccidn por estos virus herpes.

- Tras este contacto inicial se produce la fusién, por lo que tiene lugar la entrada de
las proteinas del tegumento y la nucleocapside en el citoplasma.

- En este momento se detienen distintos procesos celulares: sintesis de ADN, sintesis
proteica, sintesis de ARN ribosomal, glicosilacion, etc, gracias a la accion de las
proteinas del tegumento.

- A continuacion, la nucleocapside es transportada desde el citoplasma al interior del

nucleo por medio del citoesqueleto.
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Al llegar a los poros del nucleo, la capside se degrada y el ADN se introduce en el
interior del nicleo donde inmediatamente se circulariza.

Se produce la transcripcion de los genes virales tempranos gracias a la ARN
polimerasa II del hospedador. La expresion de los genes virales se regula de forma
coordenada y est4 ordenada secuencialmente en una cascada (genes tempranos —
genes medios —>genes tardios).

De esta forma se produce la sintesis de las proteinas necesarias para la replicacion
del ADN viral y de las proteinas que constituyen la nucleocapside. Las proteinas
del tegumento una vez sintetizadas, migran a la superficie del nucleo. En cuanto a
las glicoproteinas, son modificadas post-traduccionalmente en el Aparato de Golgi,
y de alli son transportadas a la superficie del nlcleo y de otras membranas
celulares.

El ensamblaje del ADN y de la capside se produce en el interior del nucleo.

Las nucleocépsides maduras atraviesan la membrana nuclear por los puntos donde
se encuentran las proteinas y adquieren de este modo las proteinas del tegumento y
de la envoltura.

Igualmente al salir de la célula huésped, los viriones arrastran parte de la membrana
citoplasmica que pasa a ser la envoltura de estos virus.

La infeccién productiva da lugar a la destruccion de la célula huésped.
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1.B.5. Patogenia

Van a existir diferencias entre los distintos virus herpes en cuanto a los lugares

donde tienen lugar la infeccion primaria y los lugares donde establecen un estado de

latencia.

¢ VHS

Hay que distinguir entre:

VHS-1, que suele infectar en los primeros afios de la vida, y

VHS-2, que suele infectar al inicio de la actividad sexual.
Infeccién primaria en células cutineomucosas.
La mayoria de las infecciones primarias cursan casi siempre de forma
inaparente.
Migracién a través de los axones de los nervios sensitivos, hasta alcanzar el
nucleo de las neuronas del ganglio sensitivo que inerva al dermatoma
infectado:

- Ganglio trigémino para VHS-1, y

- Ganglios sacros en la region genital para VHS-2.
Algunas de estas neuronas son infectadas masivamente y acaban lisandose;
sin embargo, en la mayoria, el VHS se instaura en forma de infeccion
latente.
La reactivacion puede deberse a estimulos muy diferentes: el estrés, la luz
ultravioleta, la fiebre, estimulos hormonales, traumatismos o

inmunodepresion.
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e VVZ

e VEB

Se transmite por contacto directo persona —persona:
- VHS-1 se elimina fundamentalmente a través de la saliva, aunque la
autoinoculacion a partir de otras lesiones es posible, y

- VHS-2 se transmite preferentemente por contacto sexual'’.

La primoinfecciéon se manifiesta generalmente en la infancia como un
cuadro de Varicela. La reactivacion como un herpes zdster.

Penetra por via respiratoria y se replica inicialmente en la mucosa del tracto
respiratorio y la orofaringe.

La diseminacién se produce por via linfatica y hematégena, multiplicandose
el virus en los leucocitos mononucleares y en las células del endotelio
capilar.

Posteriormente establece una infeccion latente en los ganglios tras acceder a
ellos por via axonal, a través de los nervios sensitivos. El virus también
puede alcanzar dicha localizacion durante la diseminacion hematdgena.

El virus se disemina por via respiratoria y se necesita un contacto muy

préximo para que la transmisién sea posible'”.

La primoinfeccién se manifiesta como un cuadro de mononucleosis
infecciosa de anticuerpos heterofilos positivos.
Durante la primoinfeccién el virus se multiplica activamente en las células

epiteliales de la orofaringe, infectando mas tarde a los linfocitos B locales.
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e CMV

Una parte de los linfocitos B infectados se inmortalizan por expresion
anomala, en las células transformadas. El huésped elimina estas células por
medio de células NK y CD8 supresoras especificas y, mas tarde, de células
CD8 citotoxicas. Sin embargo, es posible que una pequefia parte de los
linfocitos no sean destruidas, constituyendo un reservorio del virus latente.

Suele transmitirse a través de la saliva, incluso en individuos sanos,
requiriéndose un contacto intimo. Puede transmitirse también por via sexual

o sanguinea's.

Infecta un amplio espectro de células humanas diferenciadas y diploides.

Se comporta como poco patdgeno en el huésped inmunocompetente; sin
embargo, su virulencia es extraordinaria en inmunodeprimidos.

La primoinfeccién puede adquirirse por via parenteral, oral o sexual (en los
dos tltimos casos el virus se multiplica en el lugar de infeccion, tanto en
células epiteliales como en fibroblastos).

A partir del lugar de la infeccion, accede a la circulacion (viremia) donde
puede infectar células sanguineas (linfocitos y monocitos). La diseminacién
a diferentes 6rganos se produce posteriormente.

En el control de la primoinfeccién parecen tener relevancia los anticuerpos
neutralizantes, las células efectoras NK y las células CD8 especificas,
aunque ninguno de ellos consigue eliminar el virus del organismo, donde

permanece en estado de infeccion latente.
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e VHV-6

e HVH-7

e HHV-8

Establece una infeccidn persistente de bajo nivel replicativo en las glandulas
salivares y en el rifién, pero no puede descartarse que se produzca en otros
organos. Al mismo tiempo, se establece una infeccion latente en diferentes
células de varios érganos (bazo, pulmoén) e incluso en sangre periférica.
Puede reactivarse a partir de los lugares de latencia dependiendo de la
eficacia de la respuesta del sistema inmune.

El contagio se efectia por contacto con liquidos o secreciones por via oral,

respiratoria, sexual, sanguinea y vertical .

Infecta un amplio espectro de células humanas: linfocitos, macréfagos y
monocitos, células endoteliales del higado, células de glandulas salivares y
de tejidos del SNC (aqui los productos de los genes virales se han localizado
en las neuronas y en los oligodendrocitos).

El SNC parece ser un reservorio de este virus'®.

Es un virus recientemente descubierto a partir de linfocitos de sangre
periférica'®. Presenta tropismo celular por células T con marcadores CD2,

CD3, CD4, CD7 y en menor medida CD8%°.

Es el agente etiolégico del sarcoma de Kaposi®'.

Tiene neurotropismo y SNC parece ser un reservorio de este virus®.
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1.B.6. Epidemiologia

Los virus herpes son agentes ubicuos que normalmente infectan a la poblacion en
los primeros afios de la vida. Esto hace que en la mayoria de los estudios
seroepidemiologicos realizados con estos virus, la casi totalidad de la poblacion tenga
anticuerpos contra estos virus. Por ello, se suele decir que tienen una distribucién
universal'’.,

Ademas, todos los estudios relacionan la prevalencia de la infeccién con el nivel
socioecondmico: cuanto mas bajo sea el nivel socioeconémico, la prevalencia sera mas
elevada, y al contrario, a mayor nivel socioeconémico, la prevalencia sera mas baja.

Para todos los virus herpes incluidos en este estudio, existe transmision vertical

materno-fetal y el ser humano es el Gnico reservorio conocido.

1.B.7. Manifestaciones clinicas

Las infecciones por virus herpes pueden presentarse clinicamente de diversas
formas, segtn la localizacidn, el tipo del huésped y si se trata de infecciones primarias o
recurrentes.

Debido al estado de inmunodepresién que se da en el trasplante renal, hace que el
paciente esté en una situacion de predisposicion para padecer infecciones por estos virus.
Entre las infecciones més comunes tenemos las siguientes'”:

e VHS

- VHS-1 es un herpes cutdneomucoso implicado generalmente en lesiones

situadas de diafragma hacia arriba; VHS-2 est4 implicado normalmente en

lesiones localizadas de diafragma hacia abajo.
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- Excepcionalmente, pueden tener otras manifestaciones: en el SNC.

- Encefalitis: E1 VHS es la causa mas frecuente de encefalitis esporadica. El
virus puede diseminarse al cerebro durante la infeccién primaria o en las
recurrencias.

- Herpes neonatal, que puede presentarse como una encefalitis.

- Infecciones orofaringeas, cutaneas, ocular, genital,...

e VVZ

— La primoinfeccién cursa como un cuadro de varicela y la reactivaciéon
como un herpes zoster:

Varicela. Entre las complicaciones que pueden presentarse y que afectan al
SNC estan: encefalitis, meningitis.
Herpes zéster. Entre las complicaciones que pueden afectar al SNC:

- Neuralgia. Afecta a mas de un 10%.

- Encefalitis. Es bastante rara.

e VEB

- Aunque la primoinfeccion es habitualmente asintomatica, puede producir
varios cuadros clinicos:

- Mononucleosis infecciosa.

La primoinfecciéon suele cursar como un cuadro de mononucleosis
infecciosa de anticuerpos heterdfilos positivos. Puede presentar
complicaciones neuroldgicas que implican: Meningitis encefalitis y

sindrome de Guillain-Barré.



- Enfermedad de Hodgkin.

- Infeccién cronica-persistente por VEB. Tras una mononucleosis

infecciosa. Puede provocar alteraciones neuroldgicas.

- Neoplasias:

Linfoma de Burkitt endémico (africano).
Carcinoma nasofaringeo.
Sindromes linfoproliferativos y linfomas inmunoblasticos.

e CMV

- En el paciente inmunocompetente: La primoinfeccién puede cursar como un
cuadro de mononucleosis infecciosa de anticuerpos heteréfilos negativos.
Como secuelas pueden aparecer: sindrome de Guillain-Barré,
meningoencefalitis, etc.

- La infeccién congénita: CMV es la primera causa de infeccién
transplacentaria que se conoce.

—  Lainfeccién perinatal: Es menos grave.

- Infeccion en el paciente inmunodeprimido: Suele producirse en un paciente,
previamente infectado por CMV, cuya infecciéon se reactiva por la
inmunodepresion, tratamiento tras un trasplante de Organo, tratamiento
inmunodepresor ante un proceso oncogénico e inmunodepresion per se en

los enfermos de SIDA.
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e HVH-6

- La primoinfecciéon en el nifio suele cursar como un cuadro de roseola
infantum.

~  Puede infectar células de origen neural in vitro e invadir el SNC durante la
infeccién primaria, lo que sugiere que el virus puede jugar un papel
importante en enfermedades del cerebro y de la médula espinal: Se ha
demostrado su presencia en muchos casos de meningitis y encefalitis.

- Otras manifestaciones: En pacientes inmunocomprometidos, por trasplantes
y SIDA. Néoplasias. Se relaciona con el Sindrome de fatiga crénica.

e HVH-7

—  No se conoce su asociacién clara con sindrome alguno, aunque se ha
implicado: Como agente causante del exantema subito (formas que se
producirian en edades mas tardias y serian mdas leves). Con sindromes
similares al resfriado comin y en sindromes febriles inespecificos.

- Se trata de un virus todavia en fase de investigacion.

e HVH-8

- Es el agente patolégico del Sarcoma de Kaposi®'.

—  Se ha vinculado con otras enfermedades linfoproliferativas benignas.

—  Se ha relacionado con la enfermedad Castleman.

- Se ha sido asociado con encefalitis en individuos inmunocomprometidos.
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1.B.8. Diagnéstico
Debe tenerse en cuenta que la eliminacion asintomatica es posible y, por tanto, el
aislamiento del virus a partir de las lesiones no siempre tiene significacién clinica (no
ocurre lo mismo con VVZ que no se excreta de forma asintomadtica en pacientes en los
que se encuentran en estado latente y, por tanto, la demostracion de su presencia en
tejidos afectados es diagndstica).
e Métodos directos
- Aislamiento en cultivo celular. Es la técnica de referencia, pero también es
el método menos sensible. Para HVH-6 es técnicamente complejo y no se
recomienda en el diagnostico habitual.
Existen variantes: 1) Tradicional, y 2) Por centrifugaciéon o shell-vial
(técnica mas rapida)®.
- Deteccion directa de antigenos virales (proteinas virales), con anticuerpos
monoclonales comercializados, mediante: inmunofluorescencia directa
(IFD), inmunoperoxidasa,...
- Deteccion del genoma viral mediante:
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es el método mas sensible y
especifico. Existen distintas variantes: 1) Convencional (cualitativa o
cuantitativa), 2) Anidada, doble o nested, y 3) RT-PCR: amplificacion del
ARN (total, mensajero, ribosémico,...).
Hibridacion in situ con sondas especificas.
Southern-blot.

—  Deteccion de proteinas mediante western blot.
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e Métodos indirectos

Serologia: Demostracion de la presencia de anticuerpos especificos por las
técnicas de fijacion del complemento, neutralizacion, inhibicién de la
hemaglutinacién, radioinmunoanalisis, inmunofluorescencia indirecta (IFI),
enzimoinmunoensayo (ELISA), aglutinacién pasiva con particulas de
latex,...

La deteccidn de seroconversion o deteccion de un aumento de 4 veces de los
titulos de anticuerpos entre dos muestras tomadas con un intervalo de unos
15 dias tiene valor diagnoéstico.

La deteccion de IgM especificas puede ser util en el diagndstico de las
infecciones primarias, aunque esta prueba presenta el inconveniente de la
larga vida media de estas inmunoglobulinas.

No es util para el diagndstico de las recurrencias, ya que éstas no suelen ir
asociadas con cambios detectables en el nivel de anticuerpos ni en la
produccién de IgM.

Otros:

Para VEB: detecciéon de anticuerpos heter6filos por aglutinacion (Paul-
Bunnell-Davidson). Son anticuerpos de la clase M que aparecen en distintas

enfermedades, e incluso en personas sanas (anticuerpos de Forsmann).
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1.B.9. Tratamiento

Existe en la actualidad una gran variedad de posibles tratamientos con los que

poder combatir la infeccion la infeccidn por virus herpes. Los mas importantes son:

e Ganciclovir

- 9-2-hidroxi-1-hidroximetiletoximetilguanina. Nucledsido analogo de
guanina, su forma activa (trifosfatada) inhibe la ADN polimerasa
deteniendo la elongaciéon de la cadena de ADN. Su tolerancia es
relativamente buena; los efectos secundarios més frecuentemente descritos
han sido trombocitopenia y granulocitopenia.

- Su principal desventaja radica en la aparicion de cepas resistentes,
probablemente debido a una incapacidad de dichas .cepas de inducir la
fosforilacién del ganciclovir en las células infectadas™.

- La eficacia es variable, en funcién de la patologia.

- Se administra por via intravenosa y oral.

e Aciclovir

- 9-2-hidroxietoximetilguanina. En su forma activa (aciclovir trifosfato),
inhibe la ADN-polimerasa.

- Su uso esta recomendado para el tratamiento de VHS-1 y VHS-2.

- Existe una gran diversidad de formas de administracion.

- Ha sido el primer antivirico no téxico para la célula infectada ya que ataca

directamente a la ADN polimerasa viral.
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e Famciclovir

- Su estructura se asemeja al aciclovir y al ganciclovir.

- Tiene una buena absorcion oral. Su uso esta autorizado para el tratamiento
del herpes zoster agudo, ya que tiene un efecto significativamente mas
rapido en la eliminacién del dolor que el aciclovir.

¢ Foscarnet

- Acido fosfonomérfico. Inhibe directamente la ADN polimerasa de los
miembros de la familia Herpesviridae.

- Destaca por su nefrotoxicidad, debida a la formacién de depdsitos de
calcio.

- Se administra por via intravenosa.

¢ Idoxuridina

- Analogo de nucleésidos. Es altamente toxico.

- Sélo puede utilizarse por via cutdnea.

¢ Vidarabina

- Anélogo de nucledsidos. La vidarabina via sistémica ha demostrado
también eficacia en la encefalitis herpética y el herpes neonatal.

- Es altamente toxico para la célula infectada pues ataca tanto la ADN
polimerasa viral como la ADN polimerasa celular.

- Actualmente esta en desuso.
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1.B.10. Prevencion

No se dispone de vacunas eficaces que nos puedan prevenir de la infecciéon por
estos virus, tan sélo para VVZ existe actualmente una vacuna de virus atenuado (OKA),
que es eficaz en la prevencion de la varicela, particularmente en nifios sanos. Su eficacia
en nifios inmunodeprimidos y adultos es inferior, y ademas presentan mayor riesgo de
efectos secundarios, por lo que su aplicacion debe estudiarse individualmente en cada
caso.

Se dispone de una vacuna de virus atenuado para CMV no comercializado
todavia, de eficacia parcial, que no evita la reactivacion o la instauracién de una infeccién
persistente?>.

Se recomienda evitar el contacto intimo y prolongado con personas infectadas

“eliminadoras” de virus.

1.C. Técnicas para la deteccion de acidos nucleicos

Se trata de técnicas basadas en la hibridacion del ADN de la célula infectada con
el ADN (6 ARN) viral marcado, que recibe el nombre de sonda. El conocimiento de las
secuencias de los virus herpes ha permitido el disefio de sondas especificas que permiten
detectar la presencia de genes o regiones concretas del genoma del virus en muestras
clinicas. El marcaje de dichas sondas puede ser isotépico o pueden emplearse moléculas
detectables por reacciones enzimaticas (digoxigenina,biotina, etc).

Las mas importantes de estas técnicas son: dot-blot, southern-blot, hibridacion in

situ y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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1.C.1. Dot-blot

El ADN extraido de la muestra es desnaturalizado y fijado a una membrana de
nylon o nitrocelulosa. A continuaciéon se procede a su hibridacién con una sonda
especifica marcada’®. A pesar de ser un método relativamente sencillo, presenta varias
desventajas: Favorece hibridaciones inespecificas y la aparicién de ruido de fondo, y su
sensibilidad es relativamente baja (no excede de las 50 4copias / célula), por lo que las
muestras que contienen pequefias cantidades de virus suelen dar resultados de falsos
negativos.

1.C.2. Southern blot

Tras la extraccion del ADN de la muestra, éste es sometido a la accion de enzimas
de restriccién, a continuacion, los fragmentos obtenidos se separan mediante
electroforesis en gel de agarosa y se transfieren a una membrana de nitrocelulosa. Dicha
membrana es sometida entonces a hibridacion siguiendo el mismo protocolo que se
utiliza en el dot-blot*’.

A pesar de que el southern blot ofrece una informacién mas especifica y detallada
para el diagnoéstico clinico de la infeccion por virus herpes que el dot-blot, lo complicado
de su ejecucién impide que se emplee como método de diagnostico rutinario en la
deteccion clinica de estos virus.

1.C.3. Hibridacion in situ
La hibridacion con la sonda marcada se realiza directamente sobre un porta en el

que previamente se han fijado las células o tejidos a estudiar.
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Aunque preserva la morfologia tisular, permitiendo la localizaciéon exacta del genoma
viral incluso en cortes de tejidos conservados en parafina, su sensibilidad es baja (de 20 a
50 copias por célula, dependiendo del tipo de marcaje empleado). Se utiliza
fundamentalmente en laboratorios de anatomia patoldgica y citologia.

1.C.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es una técnica sensible y especifica. Es la mas reciente de las técnicas de
deteccion de 4cidos nucleicos®®. Consiste en la amplificacion de secuencias especificas de
ADN mediante ciclos repetitivos de desnaturalizacion-apareamiento de iniciadores
especificos-elongacion. Las elevadas temperaturas a las que transcurren dichos procesos
(entre 40°C-95°C) hacen que la ADN polimerasa resposable de esta amplificacion deba
ser termoestable; la mas frecuentemente utilizada es la denominada Taq polimerasa,
aislada de una bacteria termofila (themus acuaticus) y dependiente de iones Mg2+.
Ademas de esta polimerasa y la muestra, esta reaccion precisa de nucleétidos (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), iniciadores especificamente disefiados en cada paso para amplificar
la secuencia de interés, y un tampdn que contenga una concentracion adecuada de sales y
electrolitos para que la PCR tenga lugar en condiciones dptimas. Al término de los ciclos
de PCR, el fragmento especifico de ADN puede haberse amplificado hasta un millén de
veces. Finalmente, dicho ADN amplificado es identificado mediante electroforesis en gel
de agarosa y subsiguiente hibridacion.

La técnica de PCR ofrece por tanto importantes ventajas: rapidez, simplicidad,
elevada efectividad y sobre todo su enorme sensibilidad y especificidad, lo cual la
convierte en uno de los mejores métodos para la deteccion de virus herpes en

practicamente cualquier tipo de muestra clinica. De hecho, hasta el momento, ha
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permitido la deteccion de virus herpes en muestra tales como orina, sangre periférica,
tejido pulmonar, tejido de paredes arteriales, células cervicovaginales, liquido
cefalorraquideo, etc.

En la actualidad la técnica de PCR nos ofrece distintas posibilidades, como son:

- PCR convencional: Seria la anteriormente descrita. Puede ser cualitativa
(nos indica presencia o ausencia del fragmento amplificado) o cuantitativa
(nos indica el nimero total de copias del fragmento amplificado presentes
en el tubo de reaccion).

- PCR anidada, doble o nested PCR: Se realizaran dos rondas de
amplificaciones. La primera, seria como una PCR convencional; en la
segunda, se utilizan una segunda pareja de iniciadores que amplificarian
una parte del fragmento anteriormente amplificado, de ahi que a estos
iniciadores se les denomina internos. El resto de componentes de la mezcla
de reaccion seria idéntico al anteriormente expuesto.

- RT-PCR: Consiste en la amplificacién, del modo anteriormente descrito,
del ADN complementario (ADNc) obtenido a partir de la
retrotranscripcion de un fragmento de ARN mensajero (ARNm), ARN
ribosomal (ARNr) o ARN total. Por lo tanto, lo que estariamos

amplificando, si bien indirectamente, seria un fragmento de ARN.
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2. OBJETIVOS

Como hemos visto en la introduccion, uno de los problemas importantes que
tienen los pacientes sometidos a trasplante renal, debido a la inmunodepresion que
presentan, es la infeccidn viral®, sobre todo por los virus herpes, que son una causa
significativa de morbilidad y mortalidad en estos pacientes®. Los més frecuentemente
implicados y estudiados son CMV, VEB y HVH-6. Unos por la alta incidencia de sus

infecciones y la gravedad de las consecuencias, como es el caso de CMV?*30

, otros por los
trastornos linfoproliferativos que pueden ocasionar, como en el caso de VEB?, y otros
para profundizar en la patogenia de los virus de reciente aparicién como el HVH-62. Por
esta razon, nos propusimos incluir estos tres virus en nuestro estudio.

Debido a la existencia de medidas de prevencion® y de tratamiento antiviral
especifico, uno de los objetivos en el trasplante renal seria el desarrollo de pruebas
diagnosticas sensibles y especificas que permitan la deteccion rapida de estos virus.

Debido a que la infeccion por virus herpes puede producir sintomas similares,
uno de nuestros objetivos era determinar que la causa del proceso infeccioso fuera debida
a CMV, virus de Epstein-Barr y Herpesvirus 6. Esto requiere una prueba diagnostica de
alta sensiblidad, que como han demostrado la mayoria de los estudios, podria ser aportada
por una técnica de deteccion-amplificacion del genoma viral; por todo ello, hemos
procedido a la realizacién de una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa anidada

(PCR nested) para alcanzar una sensibilidad 6ptima y establecer asi una comparacion

entre los resultados obtenidos. Como método de confirmacién de los virus detectados,
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utilizamos la técnica de hibridacién con sonda especifica para cada uno de los virus
incluidos en este estudio.

La muestra de sangre total s6lo permite la deteccion de la presencia de ADN
viral, pero no diferencia entre infeccion latente e infeccidn activa por replicacion viral;
por este motivo se analizaron también, en los mismos pacientes, las muestras de suero.

Por ultimo, conviene sefialar que las infecciones activas por CMV que cursan
con una replicacién de particulas viricas, no se acompafian siempre de la aparicién de
patologia o enfermedad por CMV, siendo esta ultima el objetivo primordial del
diagnéstico, por lo que hemos realizado la medicién de la carga viral del CMV mediante
una PCR cuantitativa a tiempo real, como una aproximacion para objetivar una posible
relacion entre la cantidad de genoma viral presente y el desarrollo de la enfermedad por el
virus implicado, asi como establecer el momento adecuado para la instauracion del

tratamiento antiviral correspondiente.

Por todo ello, los objetivos del presente estudio fueron los siguientes:

1. El objetivo principal se centrd en la determinacion de las prevalencias de ADN de
los tres virus herpes incluidos en nuestro estudio en un grupo de pacientes
sometidos a trasplante renal. Para alcanzar esto, se analizé por PCR nested las
muestras de sangre total y de suero de dichos pacientes y se compararon los
resultados obtenidos con los proporcionados por una poblacién control del mismo
namero de individuos, con las mismas caracteristicas de edad y sexo que el grupo
de enfermos.

2. Establecer la diferencia entre infeccion latente e infeccion activa con replicacion

viral, mediante la deteccion del genoma viral en el suero.
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Determinar las posibles correlaciones que puedan existir, en caso de coinfeccion,
entre los tres virus herpes estudiados.

Realizar un estudio comparativo de las técnicas utilizadas en el laboratorio para el
diagnéstico de la infeccion por estos virus.

Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos y la razén de
verosimilitud positiva y negativa de la técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa anidada (PCR nested), y la comparaciéon de los mismos con los
obtenidos por otras técnicas de diagndstico.

Definir en el caso de CMV, mediante PCR cuantitativa, los puntos de corte
optimos de la carga viral que indican la presencia de infeccién por las distintas
técnicas de diagnostico utilizadas en el laboratorio para CMV, asi como en

relacion a la presencia de sintomas que puedan acompaiiar esta infeccion.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.A. Pacientes

El presente estudio ha abarcado un total de 67 pacientes constituido por 40 hombres
(59,7%) y 27 mujeres (40,3%) que fueron sometidos a trasplante renal entre enero de
1999 y junio de 2000, procedentes del Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario
San Carlos de Madrid. La edad media de los hombres era de 46,95 afios (19-66) y la de
las mujeres de 45,88 afios (23-67). Desviacion estandar: 12,9 afios.

Con el fin de poder realizar un estudio comparativo de los resultados obtenidos, se
estudiaron 67 personas, supuestamente sanas, todas ellas donantes de sangre del Hospital
Universitario San Carlos de Madrid, que fueron utilizados como grupo control. A cada
paciente incluido en el estudio, se le asigné un donante de sangre con idénticas

caracteristicas de edad y sexo.

3.B. Muestras

El tipo de muestra empleado ha sido sangre periférica y suero. En todos los casos
se procedié a realizar una toma de 6 centimetros cubicos (cc) de sangre periférica
recogida en tubo estéril conteniendo EDTA como anticoagulante.

Tanto las muestras de sangre total como las de suero fueron almacenadas a - 70° C

el mismo dia de la extraccion hasta el momento de su procesamiento por PCR.
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Un total de 536 muestras de sangre e igual nimero de muestras de suero fueron

recogidas con la siguiente periodicidad:

— 1¥ mes postrasplante: la primera muestra se tom6 al dia siguiente del

trasplante, y otras dos a intervalos regulares de dos semanas.

— 2° al 6° mes postrasplante: del 2° al 6° mes postrasplante se recogieron las

muestras mensualmente.

3.C. Extraccion del ADN de los leucocitos obtenidos de sangre total:

3.C.1. Reactivos

3.C2.

STMT. Sacarosa 0'32 M (Panreac), Tris-HCI pH 7'5 1 mM (Sigma), MgCl, 5 mM
(Sigma) Triton X-100 al 1% (Sigma) y agua hasta completar el volumen deseado.
Solucién B. NACI 0'075 (Sigma), EDTA 0'024 M a pH 8 (Sigma) y agua hasta
completar el volumen deseado.

Solucién C. Proteinasa K 20 mg/ml (Sigma) y SDS al 10% (Biorad).

Proteinasa K 20 mg/ml.

NACI 6M.

Isopropanol (Merck).

TE. Tampdn compuesto por 10 mM de Tris pH 7.5 y I mM de EDTA.

Extraccion del ADN de leucocitos:

El protocolo del laboratorio seguido para la extracciéon del ADN de leucocitos a

partir de sangre total fue el siguiente:

Se diluyen los 6 cc de sangre periférico total en un tubo Falcon con STMT hasta
cdmpletar un volumen de 50 ml.
A continuacion se resuspende bien y se deja 5 minutos en la nevera a 4°C.

Se centrifuga a 3.500 rpm durante 20 minutos y se elimina cuidadosamente el
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sobrenadante.

Una vez retirado el sobrenadante se vuelve a resuspender en STMT hasta
completar el volumen de 50 ml y s?: centrifuga nuevamente a 3.500 rpm durante
20 minutos.

Eliminamos el sobrenadante con cuidado y afiadimos al sedimento 4'5 ml de la
Solucién B y 0'5 ml de la Solucién C.

Agitamos bien en un vortex, de forma que el sedimento quede resuspendido.
Dejamos la muestra toda la noche en un bafio con agitacion constante a 37°C.

Al dia siguiente se sacan los tubos del bafio y se afiaden 1'7 ml de NACI 6M.

Se mezcla en vortex durante 15 segundos.

Se centrifuga a 3.500 rpm durante 20 minutos.

Si todavia quedaran particulas en suspension habria que volver a centrifugar.

A continuacion se recoge con mucho cuidado el sobrenadante y se pasa a un tubo
estéril.

Para precipitar el ADN se afiade 1 volumen de isopropanol, mezclandose por
inversion hasta la formacioén de una medusa compacta.

Se pesca el ADN genémico y se disuelve en 400 ul de TE estéril.

Se deja en un baifio con agitacién a 37°C durante 1 hora.

A continuacién se deja enfriar en nevera a 4°C durante 2 dias.

Por ultimo, se hacen alicuotas en tubos eppendorf que se guardan en el congelador

a-40°C.
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3.D. Extraccién del ADN de suero:
3.D.1. Reactivos
—  QIAamp Blood mini-kit (Quiagen).
—  Proteasa liofilizada.
3.D.2. Extraccion del ADN viral del suero
—  Se mezcla 200 microlitros de suero con 25 ul de proteasa y 200ul de tampén
de lisis.

Se calienta 70°C durante 10 min.

Luego se procesa utilizando QIAamp Blood mini-kit (Quiagen).

El ADN que queda adherido a la QIAamp spin column se liber6 con 50 ul de

agua destilada.

3.E. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

3.E.1. Reactivos

- Buffer 10x (Perkin-Elmer).

- MgCl2 50 mM (Biotools).

- dNTPs 320 mM (Perkin-Elmer).

- Iniciadores (Progenetics).

—  Taq ADN polimerasa (Biotools).

- Genoma purificado de CMV (Sigma).

- Genoma purificado de HVH-6 (Amplichek).

- Extracto de VEB de cultivo celular P3HR1 (proporcionado por el Servicio de

Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III).
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3.E.2. Iniciadores
Para cada uno de los virus estudiados se realiz6é la PCR por separado, en presencia
de iniciadores de B-globina, cuya amplificaciéon se utiliz6 como control interno de
reaccion.
Las secuencias de los iniciadores y los tamafios de los fragmentos amplificados

fueron:

Epstein-Barr (VEB)33

AAG GAG GGT GGT TTG GAA AG 297

AGA CAA TGG ACT CCC TTA GC

Citomegalovirus (CMV)34

AGA GTC TGC TCT CCT AGT GT 289

CTA TCT CAG ACA CTG GCT CA

Herpesvirus Humano tipo 6 (HVH-6)*

CGG TGT CAC ACA GCA TGA ACT CTC 834

GTG GAT CCG ACG TCC TAC AAA CAC

S-globina®

GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 268

CAA CTIT CAT CCA CGT TCA CcC

S-globina®

GGT TGG CCA ATC TAC TCC CAG G 536

GCT CAC TCA GTG TGG CAA AG
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3.E.3 Mezcla de reaccion

Los reactivos y las concentraciones Optimas utilizadas se determinaron,

previamente, con genoma purificado de cada uno de los virus estudiados y fueron las

siguientes:
VIRUS DEL EPSTEIN-BARR (VEB)
Fragmento amplificado 297 pb B-globina empleada 268 pb
Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
Tampoén de reaccion10x 1x B-globina KM 29 1 uM
MgCl, 2'5 mM B-globina RS 42 1 uM
dATP 400 pM VEB-1 1 M
dCTP 400 M VEB-2 1 uM
dGTP 400 uM Muestra (ADN) 8 ul x tubo
dTTP 400 uM Taq ADN polimerasa 125U
CITOMEGALOVIRUS HUMANO (HCMYV)
Fragmento amplificado 289 pb B-globina empleada 536 pb
Reactivos Concentracién Reactivos Concentracion
Tampdn de reaccién10x 1x -globina KM 29 1 uM
MgCl, 2’0 mM B-globina RS 42 1 uM
dATP 400 uM CMV-1 1 uM
dCTP 400 pM CMV-2 1 pM
dGTP 400 pM Muestra (ADN) 8 ul x tubo
dTTP 400 uM Taq ADN polimerasa 125U
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HERPESVIRUS HUMANO 6 (HVH 6)

Fragmento amplificado 834 pb B-globina empleada 268 pb
Reactivos Concentracion Reactivos Concentracién
Tamp6n de reaccionl0x 1x B-globina GH 20 1 uM
MgCl, 2'5 mM [B-globina PC-04 1 uM
dATP 400 pM HV6-1 1 uM
dCTP 400 pM HV6-2 1 uM
dGTP 400 M Muestra (ADN) 8 ul x tubo
dTTP 400 uM Taq ADN polimerasa 125U

En todos los casos, el volumen final de reaccion fue de 50 pl, por lo que se afiadié
agua destilada estéril para completar, en cada caso este volumen final.

Para reducir los riesgos de contaminacion y de errores debidos al pipeteo de los
reactivos se calculo, para cada uno de los virus, la mezcla necesaria para todos los tubos
incluyendo todos los reactivos, exceptuando la muestra o el control. Se dispensaron 42 pl
de mezcla por tubo afiadiéndose a continuaciéon 8 pl de muestra o de control. La
preparacion se cubrié con 150 pl de aceite mineral para evitar condensaciones que
pudieran alterar las condiciones de la reaccién.

3.E.4. Controles
Los controles utilizados fueron:

- Control negativo: la ausencia de contaminacion se comprob6 incluyendo un tubo
conteniendo todos los componentes de la mezcla de reacciéon y 8 pl de agua
bidestilada estéril en lugar de muestra.

- Control positivo interno: junto a los iniciadores destinados para amplificar cada

uno de los genomas virales, se afiadieron a la mezcla de reaccidn los iniciadores
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PCO4, GH20 y KM29, RS42, segun el tamafio amplificado en cada caso, que

permiten amplificar un fragmento de 268 y 536 pb respectivamente del gen de la

B-globina humana. Este control permitié verificar la ausencia de inhibidores de la

reaccion de amplificacion asi como la presencia de suficiente ADN.

- Control positivo externo: genoma purificado de CMV y HVH-6 y extracto de VEB

de cultivo celular P3HR1.

3.E.5. Amplificaciéon

Se llevé a cabo en un termociclador (Perkin-Elmer/Cetus). En todos los casos, en

primer lugar se realiz0 una fase de desnaturalizacién consistente en un ciclo de 10

minutos de duracién a 94°C. A continuacién se realizaron 35 ciclos de amplificacion:

Herpesvirus Desnaturalizacién Acoplamiento Elongacion
VEB 1'30"a 94 °C 1'a65°C 1'30"a72°C
CMV 2'a94°C 1'30"a 65°C 1'a72°C
HVH6 1'30"a94 °C 1'a65°C 1'30"a72°C

Al término de los 35 ciclos se complet6 la reaccion con una fase adicional de

elongacién a 72 °C durante 7'S minutos.

3.E.6. Electroforesis

o Reactivos

- TAE. Tamp6n compuesto por Tris-acido acético-EDTA (Biorad).

- Patrén de

Diagnostics).

- Bromuro de etidio (0'1 5 ug de bromuro de etidio, por mililitro) (Biorad).

peso molecular (DNA Molecular Weight Marker VIII, Roche
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Los productos amplificados se visualizaron en gel de agarosa al 3% (Bio-Rad) en
TAE conteniendo 0'15 pg de bromuro de etidio por mililitro. Ademas de las muestras, en
cada gel hicimos correr un patrén de peso molecular. Tras la electroforesis, los geles se

visualizaron en un transiluminador de luz UV y se fotografiaron.

536

289

Figura 2

Fotografia de un gel de agarosa que representa una PCR convencional para la deteccion

de CMV.

Pocillos 1 y 12: Marcador de peso molecular (DNA Molecular Weight Marker, Roche

diagnostics)
Pocillo 2: Control positivo.
Pocillo 11: Control negativo.

Pocillos 3-10:  Muestras de sangre total de enfermos negativas para CMV.
La banda de 536 pb corresponde al amplificado del gen de la B-globina.

La banda de 289 pb corresponde al amplificado de CMV.
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3.E.7. Determinacion de la sensibilidad de la técnica

Con el fin de determinar cuales eran los limites de resolucion de las técnicas que

ibamos a desarrollar (PCR), se realiz6 una serie de reacciones en las que la muestra
problema utilizada fueron cantidades conocidas de genoma de cada uno de los virus
incluidos en este estudio.
Utilizando el dato del nimero de copias que viene dado con los genomas purificados y
destinados para ser utilizados como controles positivos, realizamos una serie de
reacciones utilizando concentraciones decrecientes de cada uno de los genomas virales
hasta determinar la sensibilidad de la técnica.

Finalmente, los resultados fueron repetidos tres veces, tanto para verificar los
resultados obtenidos como para poner a punto la técnica que ibamos a utilizar con las
muestras problema.

Partimos de 10.000 genomas por tubo de reacciéon y fuimos disminuyendo de
1.000 en 1000 hasta alcanzar los 5.000. A partir de aqui, fuimos bajando de 500 en 500
hasta llegar a 1.000 copias por tubo de reaccién. De este punto, el descenso se hizo de
100 en 100 hasta las 100 copias, y de 10 en 10 hasta llegar a 0.

Los resultados fueron los siguientes: 1.000 copias en la primera reacciéon. 900
copias en la segunda reaccion, pero sin una visualizacion clara de las bandas. 900 copias
en la tercera reaccion, con las bandas perfectamente visibles pero haciendo ligeras
variaciones en las condiciones de reaccién encaminadas a una mejor visualizacion de las
bandas en la electroforesis.

Apenas hubo diferencias entre los distintos virus estudiados y todos tenian el

mismo limite inferior de 900 copias.
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3.F. PCR anidada, doble PCR o nested PCR
3.F.1. Iniciadores

Para cada uno de los virus estudiados se ha realizado la nested PCR por separado.
Los iniciadores utilizados en la primera reaccion fueron los utilizados para la PCR
convencional, mientras que los iniciadores utilizados para la segunda reacciéon y los

tamafios de los fragmentos amplificados fueron los siguientes:

Epstein-Barr (VEB)*

ATC GTG GTC | AAG | GAG | GTT CcC 209

ACT | CAA | TGG TGT | AAG | ACG AC

Citomegalovirus (CMV)*

CCA CCC GTG GTG CCA | GCT CC 162
CCC GCT CCT CCT | GAG | CAC CC

Herpesvirus Humano 6 (I-IVH-6):'5

CTC GGA CTC ATA GAT CTC ATA CTG 658
GGA | GAA TCT TGT | AAG TAT ATG GTC

Los iniciadores de cada virus fueron especificos al examinarlos para el ADN de
los otros dos virus y del resto de los herpesvirus: virus herpes simple tipos 1 y 2, varicela-

zoster, HVH-7 y HVH-8.
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3.F.2. Mezcla de reaccion

Los reactivos y las concentraciones Optimas utilizadas se determinaron

previamente con genoma purificado de cada uno de los virus estudiados y fueron los

siguientes:

VIRUS DEL EPSTEIN-BARR (VEB)

Fragmento amplificado

209 pb

f-globina empleada

268 pb

Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
Tampén de reaccion10x 1x MgCl, 2'5 mM
DATP 200 pM VEB-3 1 uM
DCTP 200 uM VEB-4 1 uM
DGTP 200 uM Muestra (ADN) 5 ul x tubo
DTTP 200 uM Taq ADN polimerasa 1U
CITOMEGALOVIRUS HUMANO (HCMYV)
Fragmento amplificado 162 pb [B-globina empleada 536 pb

Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
Tampén de reaccion10x 1x MgCl, 2 mM
DATP 200 pM CMV-3 1 uM
DCTP 200 uM CMV-+4 1 uM
DGTP 200 uM Muestra (ADN) S pul x tubo
DTTP 200 pM Taq ADN polimerasa 1U
HERPESVIRUS HUMANO 6 (HVH-6)
Fragmento amplificado 658 pb B-globina empleada 268 pb

Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
Tamp6n de reaccion10x 1x MgCl, 2'5 mM
DATP 200 uM HV6-3 1 M
DCTP 200 pM HVé6-4 1 uM
DGTP 200 pM Muestra (ADN) 5 pl x tubo
DTTP 200 uM Taq ADN polimerasa 1U
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En todos los casos, el volumen final de reaccion fue de 50 pl, por lo que se afiadi6
agua destilada estéril para completar, en cada caso, este volumen final.

Al igual que se hizo para la PCR convencional, se calculd, para cada uno de los
virus, la mezcla necesaria para todos los tubos incluyendo todos los reactivos,
exceptuando la muestra o el control. La preparacion se cubrié con 150 pl de aceite
mineral para evitar condensaciones que pudieran alterar las condiciones de la reaccién.
3.F.3. Controles

Los controles utilizados fueron:

- Control negativo: la ausencia de contaminacion se comprobé incluyendo un tubo
conteniendo todos los componentes de la mezcla de reaccioén y lo equivalente de
agua bidestilada en lugar de la muestra.

- Control interno: junto a los iniciadores destinados para amplificar cada uno de los
genomas virales, se afiadieron a la mezcla de reaccion los iniciadores PCO4,
GH20 y KM29, RS42, segun el tamaifio del fragmento amplificado en cada caso,
que permiten amplificar un fragmento de 268 y 536 pb respectivamente del gen de
la B-globina humana. Este control permitié verificar la ausencia de inhibidores de
la reaccion de amplificacion asi como la presencia de suficiente ADN.

3.F.4. Amplificacion
Se llevé a cabo en un termociclador (Perkin-Elmer/Cetus). En todos los casos, en

primer lugar se realizd una fase de desnaturalizacién consistente en un ciclo de 10

minutos de duracion a 94°C. A continuacion se realizaron 35 ciclos de amplificacion:
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Herpesvirus Desnaturalizacion Acoplamiento Elongacion
VEB 1'30"a 94 °C 1'a65°C 1'30"a72°C
CMV 1'30"a 94 °C 30"a62°C 1'30"a 72 °C
HVH6 1'30"a 94 °C 1'a65°C I'W 7%

Al término de los 35 ciclos se completé la reaccion con una fase adicional de
elongacion a 72 °C durante 7'5 minutos.

3.F.5. Electroforesis

Los productos amplificados se visualizaron en gel de agarosa al 3% (Amplisize,
BioRad) en TAE conteniendo 0’15 pg de bromuro de etidio por mililitro. Ademas de las
muestras, en cada gel hicimos correr un patrén de peso molecular. Tras la electroforesis,

los geles se visualizaron en un transiluminador de luz UV y se fotografiaron.

209 268

Figura 3.

Fotografia de un gel de agarosa que representa una PCR nested para la deteccion de VEB

Pocillos 1 y 12: Marcador de peso molecular (DNA Molecular Weight Marker, Roche

diagnostics).
Pocillo 2: Control positivo.
Pocillo 11: Control negativo.
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Pocillos 3-10: Muestras de sangre total de enfermos positivas para VEB.

La banda de 268 pb corresponde al amplificado del gen de la B-globina y la banda de 209
pb corresponde al amplificado de VEB.

3.F.6. Determinacion de la sensibilidad de la técnica

Del mismo modo que se describié en el apartado 3.E.7, se realizé también para la
nested PCR una determinacién de la sensibilidad de la técnica, con el fin de determinar
hasta cuantas copias era capaz de detectar.

Igualmente se realizd, previamente, una primera aproximaciéon con la que
pretendiamos conocer los rangos entre los que nos moviamos.

A continuacién, partiendo de 1.000 genomas en el tubo de reaccion fuimos
disminuyendo de 100 en 100 hasta alcanzar los 500. A partir de aqui, fuimos bajando de
50 en 50 hasta llegar a 100 copias en el tubo de reaccion. Desde este punto, el descenso se
hizo de 10 en 10 hasta llegar a 10 copias. Se desechd la posibilidad de seguir el descenso
en el nimero de copias de 1 en 1 desde este punto, porque se consideré que pequefios
errores de pipeteo podrian conducir a resultados no validos, debido a las pequefias
cantidades de muestra que nos veiamos obligados a manejar, y a las sucesivas diluciones
que se tuvieron que realizar.

Esto mismo fue repetido tres veces en las que variamos ligeramente las
condiciones de reaccion, modificaciones encaminadas a una mejor visualizacion de las
bandas en la electroforesis. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

En los tres casos, se visualizo claramente la Gltima banda de 10 copias y para los

tres virus herpes estudiados el resultado fue el mismo.
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3.G. Hibridacién

3.G.1. Reactivos

—  Kit de hibridacion (Sorin Biomédica Diagnostics).

—  TE. Tamp6n compuesto por 10 mM de Tris pH 7.5y 1 mM de EDTA.
3.G.2. Técnica de ADN-enzimoinmunoensayo (DEIA)

La deteccion de los productos amplificados visualizados en la electroforesis en gel
de agarosa se realizo utilizando la técnica ADN-enzimoinmunoensayo (DEIA). Se trata
de una modificacion del método clasico de enzimoinmunoensayo para adaptarlo a la
deteccion de ADN. Esta técnica se basa en la hibridacion del ADN amplificado con una
sonda de ADN marcada con biotina y fijada a las paredes de los pocillos de una placa
multipocillo mediante uniones estreptividina-biotina®’.

Las sondas especificas utilizadas para la deteccion de los productos amplificados

en la PCR y los tamafios de los fragmentos amplificados que se detectan se muestran a

continuacion:
Epstein-Barr (VEB)
ATC | GTG GTC AAG | GAG | GTT CcC 209
ACT | CAA | TGG TGT AAG | ACG AC
Citomegalovirus (CMV)
CCA | CCC GTG | GIG CCA GCT CcC 162

CCC | GCT CCT CCT GAG | CAC CcC

Herpesvirus Humano tipo 6 (HVH-6)
CTC | GGA CTC ATA GAT CTC ATA CTG 658
GGA | GAA TCT TGT AAG TAT ATG GTC
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La reaccion se llevod a cabo utilizando placas de 96 pocillos (Sorin Biomedica

Diagnostics) y cuyas paredes estaban recubiertas con estreptavidina. Los pasos que

siguieron para cada pocillo fueron:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Fijacion de la sonda biotinilada. Para ello se procedio a dispensar 100 pl de la sonda
marcada y diluida (0’5 ng / ul) en tampén TE (pH 8°0).

Incubacion a 4°C durante 18-20 horas.

Lavado de la placa con una solucion de PBs y Tween 20 para eliminar posibles
restos de sonda no fijados a la placa.

Desnaturalizacion de las muestras y controles (100°C, 15 minutos). Para evitar su
renaturalizacion se mantuvieron en hielo hasta su utilizacion.

Adicion de 100 pl de tampén de hibridacion (conteniendo solucion de Derhardt,
SSC en tampon Tris HCl y EDTA) y 20 ul de control o0 muestra desnaturalizados.
Hibridacion (55°C, 60 minutos).

Adicion de anticuerpo monoclonal de ratén anti-ADN de doble cadena (Sorin
Biomedica Diagnostics).

Incubacion durante 60 min. a temperatura ambiente.

Lavado (5 lavados sucesivos con una solucion de PBS y Tween 20).

Adicién de anticuerpo monoclonal de caballo anti-Igg de ratén y conjugado con
peroxidasa (Sorin Biomedica Diagnostics).

Incubacion de la placa durante una hora a temperatura ambiente.

Lavado (S lavados sucesivos con el mismo tampén de lavado).

Adicion de 100 upl de una solucion conteniendo tetrametilbenzidina como
cromoégeno.

Incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Frenado de la reaccion con 200 pl de acido sulfurico IN.
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Los resultados se obtuvieron mediante la lectura de la absorbancia en fotometro:
cada pocillo se leyo a 450 nm y 630 nm; el valor definitivo se obtuvo tras restar el valor
de absorbancia a 630 nm al obtenido a 450 nm.

Los controles empleados fueron:

- Control negativo. Consistente en una mezcla de tampon Tris-HCI, MgCl, y BSA.

Se dispusieron los controles negativos por placa.

- Control positivo. Se utilizd una solucion (2°5 ng / pl) de la secuencia
oligonucleotidica complementaria de la sonda especifica MIE diluida en tamp6n

TE (pH 8.0).

3.H. PCR cuantitativa
3.H.1. Funcionamiento del aparato Rotor-Gene 2000

Combina en un solo instrumento, un termociclador, un detector de fluorescencia, y
un software de aplicacion especifico.

El termociclador registra en un tiempo real la amplificacion del ADN. Para ello, la
unidad tiene un rotor con capacidad para 32 tubos estandar de 0,2 ml, que durante el
funcionamiento gira a una velocidad de aproximadamente 600 rpm, a medida que los
tubos siguen los ciclos de temperatura indicados.

El aparato tiene dos mddulos de deteccion, el canal (1) que detecta emisiones a
510 nm y el canal (2) que detecta emisiones a 550 nm, lo que permite correr multiples
muestras al mismo tiempo. Mientras los tubos se estan centrifugando, al pasar por los
modulos detectores, las muestras se iluminan por un dispositivo emisor de luz de alta

potencia.
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Esta informacion es remitida a un ordenador que calcula la media de fluorescencia

de cada muestra después de varios ciclos. A continuacion esta informacion aparece en una

pantalla en un tiempo real en un diagrama que representa la fluorescencia y el nimero de

ciclos.

3.H.2. Reactivos

Buffer 10x (Perkin-Elmer).

MgCI2 50 mM (Biotools).

dNTPs 320 mM (Perkin-Elmer).

Iniciadores y sonda (Progenetics).

Genoma purificado de CMV (Sigma).

Amplitaq Gold Taq ADN polimerasa (PE Applied Biosystems).

Sonda, FAM o JOE (Biosearch Technologies, Inc.).

3.H.3. Diseiio de la sonda TaqMan

En el disefio de la sonda TagMan se han tenido en cuenta las consideraciones

siguientes:

Que el fragmento de la sonda a amplificar tenga de 50-100 pb.
Que el tamafio de la sonda sea de 15-20 pb.
Que la sonda hibride lo més cerca posible del extremo 5’ del fragmento
amplificado, sin llegar a solaparse con el iniciador 5’ — 3'.
Para la eleccion de los fluorocromos adecuados se siguieron las indicaciones de la
casa comercial:

-- JOE: para el extremo 5’ de la sonda TaqgMan que se unia al fragmento viral

buscado, cuya emision se detectaba en el canal 2.
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-- FAM: para el extremo 5’ de la sonda TagMan que se unia al amplificado de -

globina, el control interno, y cuya emision fue detectada en el canal 1.

-- TAMRA: Quencher o apagador, para el extremo 3’ de ambas sondas TaqMan.

3.H.4. Iniciadores y sonda

La secuencia de los iniciadores y las sondas utilizados fueron los siguientes:

Citomegalovirus (CMV) *
5 GTC AGC GTT CGT GTT TCC CA 3
5 GGG | ACA | CAA | CAC CGT | AAA GC 3
Sonda (CMV)*
55§FAM | TGA | TCG | GCG TTA TCG CGT TCT TGA TC
3 TAMRA
B-globina humana®®
5' GCT GTC ATC TCT TGT GGG CTG T 3
5 AAA CTC ATG | GGA | GCT | GCT | GGT T 3
Sonda (8-globina)®
5'JOE | CCT GTC ATG CCC ACA | CAA ATC TCT CC
3 TAMRA

3.H.5. Mezcla de reaccion

Los reactivos utilizados y las concentraciones de los mismos fueron los siguientes:

CITOMEGALOVIRUS HUMANO (HCMV)

Reactivos Concentracion | Reactivos Concentracion
Tampon de reaccién 1x CMV-1 0’5 yM
MgCl, 1’S mM CMV-2 0’5 uM
DATP 400 pM Sonda TagMan CMV 0’25 uM
DCTP 400 uM Muestra (ADN) 200 ng x tubo
DGTP 400 uM Taq ADN polimerasa 10
DTTP 400 uM dH;0 -
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En todos los casos, el volumen final de reaccion fue de 25 pl, por lo que se afiadié
agua destilada estéril para completar, en cada caso, este volumen final.
3.H.6. Metodologia de PCR cuantitativa en tiempo real

La obtencion de los resultados y el analisis de los mismos fue realizado por el
software del Termociclador a tiempo real, Rotor Gene 2000.

La PCR en tiempo real utiliza la actividad exonucleasa 5’—>3’de la Taqg ADN
polimerasa para partir la sonda interna marcada con dos fluorocromos, el emisor de
fluorescencia y el apagador. La secuencia de los iniciadores y la sonda TagMan utilizados
para la amplificacion de CMV se localizan en la regién UL83 del genoma de CMV que
codifica las proteinas de la matriz inferior. Estos iniciadores y sonda han sido especificos
al examinarlos para el ADN de virus herpes simple tipos 1 y 2, Epstein-Barr, varicela-
zoster, HVH-6, HVH-7 y HVH-8. Como control de la amplificacion se ha utilizado un par
de iniciadores y una sonda localizados en el gen de la B-globina humana.

Las condiciones para la PCR cuantitativa en tiempo real fueron como se ha
descrito en el apartado 3.H.5, y cada muestra se analiz6 en cuadruplicado en dos PCRs
consecutivas para la deteccion de CMV. La mezcla de reaccion para B-globina fue
idéntica a la de CMV excepto que se ha utilizado 0,25 uM de iniciadores de B-globina en
vez de CMV y 0,125 pM de sonda TaqMan especifica de B-globina y cada muestra se
analiz6 solo una vez.

Se colocaron las muestras en el ciclador a tiempo real (Rotor-Gene 2000. Corbett
Research) y se preincubaron a 95°C durante 15 minutos para activar la AmpliTaq Gold
DNA polimerasa (PE Applied Biosystems). Luego se realizo PCR doble de 45 ciclos cada
una: desnaturalizacion a 95°C durante 15" y acoplamiento-extension durante 50" a 60 °C.

Los ciclos para B-globina fueron idénticos a aquellos para CMV.
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Con estos iniciadores y las condiciones de amplificacion, la sensibilidad de la
técnica de PCR en tiempo real fue de solo una copia tanto para CMV como para 8-
globina.

Cuando la sonda esta integra, el emisor y el apagador experimentan una
trasferencia de energia de resonancia fluorescente, suprimiendo asi la fluorescencia del
emisor. Cuando el ADN diana esta presente, después de la elongacion de los iniciadores,
la sonda se parte por la actividad exonucleasa 5’~»3’ de la Taq polimerasa. El emisor ya
no esta fisicamente junto al apagador sobre la sonda, y la transferencia de energia de
resonancia fluorescente se interrumpe. Esto da lugar a un aumento de la fluorescencia del
emisor que es proporcional a la cantidad de producto acumulado por la PCR*.

El numero de copias de ADN se determiné interpolando los resultados de las
muestras problema en una curva estandar de cantidades conocidas. Para el disefio de la
curva estandar se ha utilizado genoma de CMV purificado y cuantificado (ABI). En
primer lugar, se ha intentado determinar el rango de copias de CMV en pacientes
trasplantados, y luego se ha decidido que los puntos de la curva estandar serian 10 copias,
100 copias, 1000 copias, 10.000 copias. Cada punto se habia triplicado y se repitio la
curva estandar para cada PCR.

Mientras los tubos estan centrifugando, al pasar por los modulos detectores, las
muestras se iluminan por un dispositivo emisor de luz de alta potencia y un
fotomultiplicador recibe la energia fluorescente que va aumentando durante la
amplificacion. Esta informacion es remitida a un ordenador que calcula la media de
energia de cada muestra después de varios ciclos. A continuacién esta informacion
aparece en una pantalla en un tiempo real en un diagrama que representa la fluorescencia

y el nimero de ciclos.
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Para el analisis de los resultados cuantitativos (figura 4), el software traza el log de
la sefial normalizada con relacién a una referencia interna (ARn) y fija el ciclo umbral
(Cr) que es el numero de ciclos de la PCR que se requiere para que la intensidad de
fluorescencia exceda un umbral arbitrario en la fase exponencial de la amplificacion,
cuando ARn equivale a 10 desviaciones estandar de la linea basal. De esta forma, se ha
obtenido un valor de Cr para cada muestra. A continuacién, se ha obtenido una curva
estandar trazando el Cr contra la cantidad del ADN total de la reacciéon, que se ha
utilizado para comparar la cantidad que puede haber de ADN-CMYV en las muestras de los
enfermos (figuras 5 y 6). El célculo de Cr, ARn, la preparacion de la curva estandar y la
cuantificacion de ADN en las muestras se realizd por el software aportado con el

termociclador a tiempo real Rotor-Gene 2000.
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Figura.4. Recta patrén

Recta patr6n obtenida por la PCR cuantitativa a tiempo real. En ella se representan

los valores de Cr frente al nimero inicial de copias de ADN de CMV. La recta patron

mostré una estrecha relacion entre el nimero de copias y los valores de Cr (R=0.990).
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Figura.5: Representacion de la amplificacion de las muestras por PCR cuantitativa a
tiempo real.

Cada una de las muestras estudiadas, tanto problemas como las que forman parte
de la recta patrén, se muestran en un color. A medida que transcurren los ciclos de
amplificacion, las sefiales emitidas por las muestras positivas comienzan a aumentar de
forma exponencial, alcanzandose al final un plateau o meseta cuando comienzan a

agotarse los reactivos presentes en la mezcla.

79



Norm. Fluoro.
10”05
10770}

__é Threshold
1071,

10"20

10725 \\
R\

Figura. 6: Representacion logaritmica. 7hreshold o punto de corte.
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El ADN total de los puntos que conformaban la recta patron y que oscilaban de 10
a 10.000 copias de ADN de CMV, asi como el de las muestras problemas, fue analizado
mediante una representacion logaritmica de la sefial normalizada frente al numero de
ciclos. Las desviaciones minimas entre las muestras duplicadas indica la alta
reproducibilidad de este estudio (la diferencia entre los valores de Ct en las muestras

duplicadas oscil6 entre 0 y 0.36).
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3.1. Definiciones
Teniendo en cuenta las definiciones de infeccion activa y enfermedad por CMV

4043 , en este estudio la infeccién activa se ha definido como la

dadas por otros autores
positividad de cualquier método de diagndstico de los siguientes: PCR nested en suero,
deteccion del antigeno pp65, viremia por cultivo de shell-vial y deteccion de IgM
especifico. La infeccidn sintomatica por CMV se ha definido como la deteccién de ADN-
CMV por PCR nested en suero mas Antigenemia positiva o viremia por cultivo mas
fiebre no explicada, leucopenia (< 4x10°/ L) trombocitopenia (<1 50x10°/ L), aumento no

explicado del nivel de creatinina en suero, tests de funcién hepética anormales, fatiga

debilitante no explicada o CMV con invasion tisular.

3.J. Analisis estadistico

Las variables estadisticas se han presentado con su distribucién de frecuencias. La
asociacién entre variables cualitativas independientes se estudié mediante el Test de la
(ji-cuadrado) o el Test exacto de Fisher La comparacion entre variables cualitativas
pareadas se hizo mediante el Test de Mac Nemar.

Las variables cuantitativas se resumen en su media y desviacién estandar (D.E).
La relacion de estas variables se estudio mediante el Test de la t de Student en el caso de
comparaciones con variables con dos categorias. Se realizo el estudio previo de la
normalidad y la homogeneidad de varianzas. La prueba no paramétrica de Mann Whitney
se utilizoé cuando las variables cuantitativas no se distribuian normalmente.

La validez de criterio de las pruebas estudiadas se concret6 mediante la
sensibilidad, especificidad, y concordancia global u observada. La interpretaciéon de las
mismas se realizd6 mediante el valor global, los valores predictivos y la razén de

verosimilitud positiva y negativa. Se estimé el indice kappa de concordancia entre
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pruebas. La asociacion se cuantificé mediante la odds ratio (O.R.) junto con su intervalo
de confianza al 95%.

Se determin6 en la carga viral el punto que mejor discrimina la presencia del virus
con una curva de rendimiento diagnéstico (COR). Se presentan las areas bajo la curva y
su intervalo de confianza al 95%.

En todos los tests estadisticos se rechaz6 la hip6tesis nula cuando a (error tipo I)
fue menor de 0,05.

Los paquetes estadisticos utilizados fueron SPSS version 10 y Epidat versioén 2.0.
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RESULTADOS




4. RESULTADOS

En este estudio, se ha realizado la reaccion en cadena de la polimerasa anidada
(PCR nested) para cada uno de los tres virus incluidos en 536 muestras de sangre e igual
nimero de muestras de suero, extraidas de forma secuencial de un total de 67 enfermos
durante los 6 meses siguientes al trasplante renal. Con el objeto de realizar un estudio
comparativo de resultados, hemos utilizado la sangre de 67 personas supuestamente

sanas, donantes de sangre, con iguales caracteristicas de edad y sexo como grupo control.

4.A. Resultados de la Reaccién en cadena de la polimerasa anidada o doble (nested

PCR)

4.A.1. Prevalencia global de la infeccion por CMV, VEB y HVH6 en el grupo de
enfermos y en el grupo control. Distribucion por sexo
La prevalencia global se ha obtenido tanto en muestras de sangre como de suero,
considerando en cada caso, 1- las prevalencias detectadas de ADN viral por PCR nested
en pacientes y en el grupo control, cuando al menos una muestra fue positiva, 2- las

frecuencias de deteccidn de ADN de los virus estudiados en el total de muestras.

I- Muestras de sangre total
En la tabla 3, se muestra el nimero y porcentaje de enfermos y donantes en los
que la PCR nested fue positiva en al menos una muestra de sangre periférica estudiadas y

la distribucién de los mismos por sexo.
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Tabla 3. Detecciéon de ADN de CMV, VEB y HVH-6 por PCR nested en muestras de

sangre. Distribucion de las prevalencias por sexo.

SANGRE TOTAL

Virus
ENFERMOS DONANTES

TOTAL HOMBRES | MUJERES TOTAL HOMBRES | MUJERES

N° % N % N° % N° % N° % N° %

CMV | 65 [97,0 | 39 (975 | 26 | 96,2 | 38 | 56,7 | 25 | 62,5 13 | 48,1

VEB 62 | 925 | 38 | 950 | 24 | 889 | 22 |328 | 12 | 30,0 | 10 | 37,0

HV-6 56 | 83,5 | 32 | 80,0 (| 24 |89 14 |[209 ]| 10 | 250 4 14,8

En el grupo de enfermos se ha detectado, en al menos una muestra, ADN de
CMV, VEB y HVH-6 en 65, 62 y 56 pacientes cuyos porcentajes corresponden al 97%,
92,5% y 83,5% respectivamente. En los hombres, la prevalencia de infeccion fue de 39
(97,5%) para CMV, 38 (95%) para VEB y 32 (80%) para HVH-6. En las mujeres, estas
prevalencias fueron de 26 (96,2%) para CMV y 24 (88,9%) para VEB y para HVH-6.
Esta frecuencia de infeccién por los tres virus, no se ve influenciada por el sexo; p = 0,1
para CMV, p = 0,3 para VEB y p = 0,5 para HVH-6.

En el grupo control, se ha detectado ADN de CMV, VEB y HVH-6 en 38, 22 y 14
donantes correspondientes al 56,7%, 32,8% y 20,9% respectivamente. En los hombres,
estas prevalencias fueron en el caso de CMV: 25 (62,5%), VEB: 12 (30%) y HVH-6: 10
(25%). En las mujeres, las prevalencias fueron de 13 (48,1%) para CMV, 10 (37%) para
VEB y 4 (14,8%) para HVH-6. Al igual que el grupo de enfermos, en donantes no hay
diferencia estadisticamente significativa entre mujeres y hombres respecto a la frecuencia
de infeccion por los tres virus: p = 0,5 para CMV, 0,6 para VEB y 0,5 para HVH-6.

La diferencia entre los enfermos y donantes fue estadisticamente significativa, p <

0,001 para CMV, para VEB y para HVH-6.
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Considerando el total de muestras de sangre, en la tabla 4 se recogen las

prevalencias de ADN de los 3 virus herpes estudiados.

Tabla 4. Frecuencias de deteccion de ADN en el total de muestras de sangre, de enfermos

y donantes.
MUESTRAS DE SANGRE TOTAL
Virus ENFERMOS DONANTES
TOTAL TOTAL
N° % N° %
CMV 352 65,7 38 56,7
VEB 197 36,8 22 32,8
HVH-6 134 25 14 20,9

En el grupo de enfermos, de un total de 536 muestras de sangre, se ha detectado
ADN de CMV, VEB y de HVH-6 en 352, 197 y 134 muestras que corresponden al
65,7%, 36,8% y 25% respectivamente. En el grupo control, las frecuencias fueron 38
muestras positivas para CMV, 22 para VEB y 14 para HVH-6 que corresponden al
56,7%, 32,8% y 20,9% respectivamente. Entre el grupo de enfermos y el grupo control no
se encontré una diferencia estadisticamente significativa en las prevalencias de ADN de
los tres virus herpes estudiados en las muestras de sangre, p = 0,2 para CMV, p = 0,6 para

VEB y p = 0,6 para HVH-6.
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I1- Muestras de suero
En la tabla 5, se muestra el nimero y porcentaje de enfermos y donantes en los
que al menos se ha detectado una muestra positiva para ADN de CMV, VEB o HVH-6 en

suero y la distribucion de los mismos por sexo.

Tabla 5. Detecciéon de ADN de CMV, VEB y HVH-6 por PCR nested en suero y la

distribucién de prevalencias por sexo.

SUERO

Virus
ENFERMOS DONANTES

TOTAL HOMBRES | MUJERES TOTAL HOMBRES | MUJERES

N° Y% b % N° % 11 3 % N° % N° %

CMV | 50 (746 | 29 | 725 | 21 | 778 3 4,5 1 ¢ & s 7,4

VEB 43 | 64,2 | 25 | 62,5 18 | 66,7 2 3,0 1 255 1 2,5

HV-6 | 39 | 582 | 21 | 52,5 18 | 66,7 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Considerando las muestras de suero, en el grupo de enfermos, se ha detectado en
al menos una muestra, ADN de CMV, VEB y HVH-6 en 50, 43 y 39 pacientes cuyos
porcentajes corresponden al 74,6%, 64,2% y 58,2% respectivamente. En los hombres, la
prevalencia de infeccion fue de 29 (72,5%) para CMV, 25 (62,5%) para VEB y 21
(52,5%). En las mujeres, estas prevalencias fueron de 21 (77,82%) para CMV, 18 (66,7%)
para VEB y 18 (66,7) para HVH-6. Esta frecuencia de infeccioén por los tres virus no se ve

influenciada por el sexo; p = 0,7 para CMV, 0,7 para VEB y 0,3 para HVH-6.
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En el grupo control, se ha detectado ADN de CMV y VEB en 3 y 2 donantes que
corresponden al 4,5% y 3% respectivamente. En los hombres, estas prevalencias fueron
para CMV: 1 (2,5%) y VEB: 1 (2,5%). En las mujeres, las prevalencias fueron de 2
(7,4%) para CMV y 1 (2,5%) para VEB. No se ha detectado el ADN de HVH-6 en el
grupo de sujetos sanos. Al igual que el grupo de enfermos, en donantes no hay diferencia
entre mujeres y hombres respecto a la frecuencia de infeccion por los tres virus; p = 0,6
para CMV, p = 1 para VEB y p = 1 para HVH-6. La diferencia entre los enfermos y

donantes fue estadisticamente significativa, p < 0,001 para CMV, VEB y HVH-6.
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Distribucion de prevalencias de los enfermos y donantes en los que la PCR nested fue

positiva en al menos una muestra en sangre y suero.
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global en el grupo de enfermos.
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global en el grupo control.
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Al considerar el total de muestras de suero, en la tabla 6, se recogen las

prevalencias de ADN de los 3 virus herpes estudiados en suero.

Tabla 6. Prevalencias de ADN de los virus estudiados en el total de muestras de suero en

el grupo de enfermos y en el control.

MUESTRAS DE SUERO
N ENFERMOS DONANTES
TOTAL TOTAL
N° % N° %
cMV 120 22,4 3 45
VEB 72 134 2 3
HHV6 57 10,6 0 0

En el grupo de enfermos, de un total de 536 muestras de suero se ha detectado
ADN de CMV, VEB y de HVH-6 en 120, 72 y 57 muestras que corresponden al 22,4%,
13,4% y 10,6% respectivamente. En el grupo control, las frecuencias fueron 3 muestras
positivas para CMV, 2 para VEB y ninguna para HVH-6 que corresponden al 4,5% y 3%
respectivamente. Mediante el test de chi cuadrado, se pone de manifiesto que entre ambos
grupos hay una diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia de deteccion de
ADN en las muestras de suero, p < 0,001 para CMV, VEB y HVH-6.

Tanto en el grupo de enfermos como en el grupo control, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las prevalencias de los tres virus herpes

estudiados en sangre y suero, p < 0,001.
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Prevalencias de ADN de CMV, VEB y HVH-6 en el total de muestras, de sangre y de
suero del grupo de enfermos y del grupo control.
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4.A.2. Influencia de la edad en la prevalencia de infeccion por CMV, VEB y HVH-6

Tabla 7. Distribucion por grupos de edad de las frecuencias de detecciéon de ADN de los

virus herpes estudiados.

Edad | N° ENFERMOS DONANTES

SANGRE SUERO SANGRE SUERO
i CMV | VEB | H6 |[CMV | VEB | H-6 [CMV | VEB | H-6 [CMV | VEB | H-6
<50 | 34 | 49,7 | 48,2 | 44,8 | 47,5 | 48,6 | 42,1 | 60,5 | 45,5 | 50,0 | 33,3 | 50,0 | 0,0
>50 | 33 | 50,3 | 51,8 | 55,2 | 52,5 | 51,4 | 57,9 | 39,5 | 54,5 | 50,0 | 66,7 | 50,0 | 0,0

En el grupo de enfermos, hubo 34 pacientes en el grupo de edad de menos de 50

afios en los que se ha detectado en sangre ADN de CMV, de VEB y de HVH-6 en el

49,7%, 48,2% y 44,8% respectivamente. En el suero de estos pacientes, se ha detectado

ADN de CMV, de VEB y de HVH-6 en el 47,5%,48,6% y 42,1% respectivamente. En el

grupo de edad de mas de 50 afios, hubo 33 pacientes en los que la prevalencia de ADN en

sangre fue del 50,3 % para CMV, 51,8% para VEB y 55,2% para HVH-6. En este grupo,

las frecuencias de deteccion de ADN en suero fueron del 52,5% para CMV, 51,4% para

VEB y 57,9% para HVH-6.

En el grupo de enfermos, no se encontré6 una diferencia estadisticamente

significativa en la distribucién de prevalencias de los tres virus para los dos grupos de

edad establecidos, entre sangre y suero, p = 0,67 para CMV, p=0,98 para VEB y p = 0,73

para HVH-6.
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En el grupo control, en el grupo de edad de menos de 50 afios se ha detectado en
sangre ADN de CMV, VEB y de HVH-6 en el 60,5%, 45,5% y 50% respectivamente. En
el suero de estos pacientes, las frecuencias de deteccion de ADN fueron del 33,3% para
CMV, 50% para VEB. No se encontr6 en ningun caso ADN de HVH-6. En el grupo de
edad de mas de 50 afios, la prevalencia de ADN en sangre fue del 39,5% para CMV,
54,5% para VEB y 50% para HVH-6. En este grupo, las frecuencias de deteccion de
ADN en suero fueron del 66,7% para CMV, 50% para VEB y no se ha detectado ADN de
HVH-6.

En el grupo control, se ha encontrado para los dos grupos de edad la misma
frecuencia en la distribucion de prevalencias de ADN de los tres virus entre sangre y
suero, p = 0,56 para CMV, p = 1 para VEB y HVH-6.

No se hallaron diferencias para los dos grupos de edad en la distribucién de
prevalencias de ADN en sangre para los tres virus, entre el grupo de enfermos y el grupo
control, p = 0,21 para CMV, p = 0,79 para VEB y p = 0,53 para HVH-6. Tampoco se
encontrd una diferencia entre ambos grupos en suero, p = 0,62 para CMV, p = 0,97 para

VEB y p =1 para HVH-6.
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Distribucion por grupos de edad de las prevalencias de ADN de CMV, VEBy HVH-6 en

sangre y suero de enfermos y donantes.
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4.A.3. Estudio de las prevalencias de coinfeccion
En la tabla 8, se reflejan los porcentajes de las muestras en las que se ha detectado
tanto ADN de un solo virus como cuando se ha encontrado una coinfeccién por dos o por

los tres virus estudiados.

Tabla 8. Distribucién de las frecuencias de coinfeccion en el grupo de enfermos como en

el grupo control, del total de muestras positivas de sangre y suero.

ENFERMOS DONANTES

% SANGRE SUERO SANGRE SUERO

CMV | VEB | H-6 |CMV | VEB | H-6 |CMV | VEB | H-6 |CMV | VEB | H-6

Un virus 429 | 193 | 9,0 | 61,7 | 56,9 |42,1 | 50,0 | 45,0 | 353 | 100 100 | 0,0

Dosvirus | 41,8 | 53,3 | 50,7 33,3 | 34,7 |47,4| 43,7 | 45,0 | 52,9 | 0,0 0,0 0,0

Tresvirus | 153 | 27,4 |403| 5,0 83 |10,5| 6,3 10,0 | 11,8 | 0,0 0,0 0,0

Total 100 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100 100 100 100 100 0,0

I- Resultados de infeccion por un virus

En el grupo de enfermos, del total de muestras positivas de sangre, la frecuencia
de infeccion para CMV fue del 42,9%, 19,3% para VEB y 9% para HVH-6. En suero la
frecuencia de infeccion fue del 61,7%, 56,9% y 42,1% para CMV, VEB y HVH-6
respectivamente. Se ha encontrado una diferencia estadisticamente significativa entre las
prevalencias en sangre y las obtenidas en suero, p = 0,001 para CMV, p < 0,001 para

VEB y HVH6.
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En el grupo control, del total de muestras positivas de sangre, la frecuencia de
infeccion fue del 50% para CMV, del 45% para VEB y del 35,3% para HVH-6. En suero
la prevalencia de infeccion por un virus fue del 100% para CMV y VEB. No se ha
detectado la presencia de HVH-6 en ninguna de las muestras estudiadas. En el grupo
control, No se ha ndetectado diferencias estadisticamente significativas entre las -
prevalencias de sangre y de suero, p = 0,49 para CMV, 0,6 para VEB y 1 para HVH-6.

II- Muestras de sangre y de suero, en las que se ha detectado el ADN de mas

de un virus.

En los pacientes, la frecuencia de coinfeccién por dos virus en sangre fue del
41,8% para CMV con un virus mas; del 53,3% para VEB con un virus mas y del 50,7%
para HVH-6. Las frecuencias de coinfeccion en suero fueron de 33,3% para CMV, 34,7%
para VEB y 47,4% para HVH-6. Se observa que la frecuencia de coinfeccién por dos
virus fue mds alta para cada uno de los tres virus en sangre.

En sangre, se ha detectado ADN de los tres virus herpes en 54 muestras y fue del
15,3% para CMV, 27,4% para VEB y 40,3% para HVH-6. La frecuencia de infeccién
para los tres virus fue mds alta en sangre que en suero, 6 muestras positivas, y las
frecuencias fueron del 5%, 8,3% y 10,5% para CMV, VEB y HVH-6 respectivamente.

En los donantes de sangre, la frecuencia de coinfeccion por dos virus en sangre fue
del 43,7% para CMV con un virus mas, 45% para la infeccién por VEB con un virus mas
y 52,9% para la infeccién por HVH-6 con un virus mas. Las frecuencias de coinfeccion
en suero de donantes fueron nulas para cada uno de los virus. La frecuencia de infeccion
por los tres virus en sangre fue del 6,3% para CMV, 10% para VEB y 11,8 para HVH-6.
Las frecuencias de infeccién por tres virus en suero fueron nulas para CMV, VEB y

HVH-6.
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Es decir, segin el analisis estadistico de ji cuadrado en el grupo de enfermos y
para todas las modalidades de coinfeccion se encontrd una diferencia de prevalencias
cuando se comparan los resultados en sangre con los obtenidos en suero, p = 0,001(1 vs 2,
p=0,01y1vs3 p=0,001)para CMV, para VEB y HVH-6 p < 0,001 (1 vs 2, p <0,001
y 1 vs 3, p <0,001). En el grupo control, no se detectaron diferencias entre los resultados
de sangre y de suero, p = 0,49 para CMV, 0,6 para VEB y 1 para HVH-6. Al comparar los
resultados en sangre de enfermos y donantes, no hubo diferencia entre prevalencias para
CMV,p>0,7(1vs2,p<0,001 y1vs3<0,01)ypara VEB, p > 0,6. Sin embargo, hubo
una diferencia estadisticamente significativa entre las prevalencias en sangre y en suero
para HVH-6, p < 0,001. Al comparar las prevalencias en suero entre ambos grupos, no se
encontr6 diferencia para los tres virus herpes, p = 0,57 para CMV, 0,72 para VEB, y p =1

para HVH-6.
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Distribucion de las prevalencias de coinfeccion en sangre del grupo de enfermos.
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I11- Andlisis de las prevalencias de coinfecciéon por dos virus en sangre y suero.
En las figuras 14, 15 y 16 se muestran las correlaciones que se encuentran en la

coinfeccion por dos virus.

-\ ]

62%
ﬁcmvwss CCMV+Hé | |DCMV+VEB O CMV+HE |
Figura 14.A. Figura 14.B

Figura 14.

Coinfeccion entre CMV y VEB o HVH-6 en muestras de A. sangre y B. suero.

La coinfeccion por CMV y un virus mas se ha detectado por PCR rnested en sangre
41,8% y en suero en el 33,3% con una relacion CMV-VEB / CMV-HVH-6, que pasa de
92 (26,1%) / 55 (15,7%) en sangre a 19 (15,8%) / 21 (17,5%) en suero, dando lugar a un
aumento de la frecuencia de coinfeccion a favor de CMV-HVH-6. Pero sin encontrar una
diferencia estadisticamente significativa para dicha asociacion entre sangre y suero, p =
0,09.

Mediante el seguimiento de muestras, de 19 episodios de coinfeccion en suero en
el caso de CMV-VEB, se ha anticipado por la deteccion de ADN-CMV en 10 casos
(52,6%) y por VEB en 9 casos (47,4%). Los 21 casos de coinfeccion por CMV-HVH-6 en
suero se ha precedido por la deteccion de CMV en 5 casos (23,8%) y por HVH-6 en 16

casos (76,2%).
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Figura 15.

Coinfeccion entre VEB y CMV o HVH-6 en muestras de A. sangre y B. suero

La coinfeccién por VEB y un virus mas se ha detectado por PCR nested en sangre
53,3% y en suero en el 34,7% con una relacion VEB-CMV / VEB-HVH-6; pasa de 92
(46,7%) / 13 (6,6%) en sangre a 19 (26,4%) / 6 (8,3%) en suero, lo que supone una
diferencia clinicamente relevante a favor de la coinfeccion por VEB-HVH-6, pero no
significativa estadisticamente, p = 0,14.

Mediante el seguimiento de muestras, de 19 episodios de coinfeccién en suero en
el caso de VEB-CMV, se ha anticipado por la deteccion de ADN-CMV en 10 casos
(52,6%) y por VEB en 9 casos (47,4%). La coinfeccion por VEB-HVH-6 se ha precedido

por la deteccién de cada uno en 3 casos (50%).
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Figura 16.
Coinfeccion entre HVH-6 y CMV o VEB en muestras de A. sangre y B. suero de
enfermos.

La coinfecciéon por HVH-6 y un virus mas se ha detectado por PCR nested en
sangre 50,7% y en suero en el 47,4% con una relacion HVH-6-CMV / HVH-6-VEB; pasa
de 55 (41%) / 13 (9,7%) en sangre a 21 (36,8%) / 6 (10,5%) en suero, dando lugar a un
aumento de la frecuencia de infecciéon a favor de HVH6-VEB. Sin embargo, no se
encuentra una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,59) para la coinfeccién por
virus herpes-6 y CMV, entre las prevalencias en sangre y suero del grupo de enfermos,
presentandose en el 41 y del 36,8 % respectivamente.

Considerando estos resultados, se ha procedido al analisis de coinfeccién en los
pacientes durante todo el periodo de seguimiento y se ha encontrado 21 episodios de
coinfeccion por HVH-6-CMV en suero, en 16 (76,2%) de los cuales se ha detectado ADN
de HVH-6 en una muestra anterior al episodio de coinfeccién y los otros 5 (23,8%)
episodios se han precedido por la deteccion de ADN-CMV. La coinfecciéon por VEB-

HVH-6 se ha precedido por la deteccion de cada uno en 3 casos (50%).
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4.A.4. Prevalencias de coinfeccion sintomatica
En la tabla 9, se muestran el nimero y porcentaje de enfermos en los que se ha
detectado por PCR nested la coinfeccion por dos o tres virus en presencia de sintomas

compatibles con enfermedad por CMV.

Tabla.9. Numero y porcentaje de pacientes con coinfeccion sintomética y PCR positiva

para los 3 virus.

ENFERMOS CMV HVH-6 VEB CMV HVH-6 VEB
Ne % SUERO SUERO SUERO SANGRE | SANGRE SANGRE
16 57,1 X X X X

7 25 X X X X

4 14,3 X X X X

1 3,6 X X X
28 100 28 (100%) | 24 (85,7%) | 20 (71,4%) X

De los 67 pacientes trasplantados renales, 28 presentaron sintomas compatibles
con enfermedad por CMV de los cuales 24 (85,7%) recibian tratamiento profilactico con
ganciclovir. EIl ADN de los 3 virus se ha detectado por PCR nested en suero en 16 de
estos pacientes (57,1%) que presentaron coinfeccion sintomatica. En otros 11 (39,3%)
pacientes con infeccion sintomatica, se detectaron 2 virus en suero y el tercero en sangre
total, de los cuales 7 (63,6%) pacientes presentaron una coinfeccion sintomética por
CMV-HVH-6 en suero y VEB en sangre total y 4 (36,4%) pacientes presentaron
coinfeccion sintomatica por CMV-VEB en suero y HVH-6 en sangre total. En 1 caso

(3,6%) se detecto sélo el ADN de CMV-HVH-6 en suero. En ningun caso de coinfeccion
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sintomatica se detecté el ADN de solo VEB-HVH-6 en suero. En el total de enfermos con
infecciéon sintomatica por CMV, el ADN-CMV fue detectado en el suero de los 28

enfermos (100%), el ADN-VEB en 20 (71,4%) y el HVH-6 en 24 (85,7%).

4.B. Hibridacién
El resultado de la hibridacion de las muestras positivas, por PCR nested en sangre y

suero con las sondas especificas biotiniladas se detallan en la tabla siguiente.

Tabla.10. Porcentaje de positividad por hibridacién en las muestras positivas por PCR

nested, en sangre y suero de enfermos y donantes de sangre.

ENFERMOS DONANTES
VIRUS Sangre Suero Sangre Suero
CMV 96,3% 95,8% 100% 100%
VEB 95,9% 95,8% 95,4% 100%
HVH-6 96,3% 94,7 100% -

En enfermos, del total de 352 muestras para CMV, positivas por PCR nested en
sangre, 339 fueron positivas por hibridacién, lo que corresponde al 96,3% y 13 (3,7%)
fueron negativas. En suero, del total de 120 muestras positivas, 115 dieron positivo por
hibridacién, lo que corresponde al 95,8% y 5 (4,2%) dieron un resultado negativo. Del
total de 197 muestras para VEB, positivas por PCR nested en sangre, 189 fueron positivas
por hibridacion, lo que corresponde al 95,9% y 8 (4,1%) fueron negativas. En suero, del
total de 72 muestras positivas, 69 dieron positivo por hibridacion, lo que corresponde al

95,8% y 3 (4,2%) dieron un resultado negativo. Del total de 134 muestras para VHV-6,
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positivas por PCR nested en sangre, 129 fueron positivas por hibridacion, lo que
corresponde al 96,3% y 5 (3,7%) fueron negativas. En suero, del total de 57 muestras
positivas, 54 dieron positivo por hibridacion, lo que corresponde al 94,7% y 3 (5,3%)
dieron un resultado negativo.

En el grupo control, las 38 muestras para CMV, positivas por PCR nested en
sangre, fueron positivas por hibridacién, lo que corresponde al 100%. En suero, las 3
muestras positivas dieron positivo por hibridacién, lo que corresponde al 100%. Del total
de 22 muestras para VEB, positivas por PCR nested en sangre, 21 fueron positivas por
hibridacién, lo que corresponde al 95,4% y 1 (4,6%) fue negativa. En suero, las 2
muestras positivas dieron positivo por hibridacion, lo que corresponde al 100%. El total
de 14 muestras para VHV-6, positivas por PCR nested en sangre fueron positivas por

hibridacion, lo que corresponde al 100%.

4.C. Comparacion de resultados de PCR nested con otras técnicas de diagnéstico
A continuacién se procede a la comparacion de los resultados obtenidos por PCR
nested con los resultados de otras técnicas diagndsticas que se utilizan habitualmente en el

laboratorio de Microbiologia del Hospital Clinico de San Carlos.

4.C.1. Comparacién de resultados entre PCR nested en sangre y suero con la
deteccion de anticuerpos especificos frente a CMV y VEB
I- Comparacién de las prevalencias por la PCR nested y serologia
En la tabla 11, se exponen los resultados obtenidos por PCR nested y la deteccion
de IgG e IgM anti-CMV tanto en los enfermos como en el total de las muestras

estudiadas.
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Tabla 11. Estudio comparativo de la prevalencia de ADN y de los anticuerpos IgG e IgM

frente a CMV y VEB.
ENFERMOS MUESTRAS
SANGRE SUERO IgG IgM SANGRE SUERO IgG IgM
CMV | 97,0 74,6 95,5 35,8 65,7 22,4 94,6 12,8
VEB 92,5 64,2 35,8 11,9 36,8 13,4 22,4 2,8

En el grupo de enfermos, el ADN-CMV se ha detectado al menos en una muestra
por PCR nested en sangre en el 97% de enfermos y por PCR nested en suero en el 74,6%.
La IgG especifica fue positiva en el 95,5%, no encontrandose una diferencia
estadisticamente significativa con los resultados de PCR nested en sangre, p = 1. La IgM
especifica fue positiva en el 35,8%, hallandose una diferencia estadisticamente
significativa con los resultados de PCR nested en suero, p <0,001.

El ADN-VEB se ha detectado en el 92,5% y 64,2% por PCR nested en sangre y en
suero respectivamente. Las IgG e IgM especificas fueron positivas en el 35,8% y 11,9%
de enfermos respectivamente. Se ha encontrado una diferencia estadisticamente
significativa entre los resultados de PCR nested en sangre y los de IgG, como también
entre los resultados de PCR nested en suero y la deteccion de IgM.

En las muestras, el ADN de CMV fue detectado en el 65,7% y 22,4%
respectivamente por PCR nested en sangre y en suero. La seropositividad de las IgG e
IgM anti-CMV fue del 94,6% y del 12,8% respectivamente. En el caso de VEB, la PCR
nested fue positiva en el 36,8% y 13,4% en sangre y suero respectivamente, y las IgG e
IgM especificas fueron detectadas en el 22,4% y 2,8% respectivamente. Se encontr6 una
diferencia entre los resultados de PCR nested en suero y la deteccion de IgM, p < 0,001

para ambos virus herpes.
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Figura 17.

Infeccién por CMV y VEB detectada por la PCR nested o la serologia en el grupo de

enfermos.
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CMV y VEB: porcentaje de positividad para la PCR nested y para la serologia en el grupo

de enfermos.
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II. Concordancia de resultados entre la PCR nested y la serologia para la

deteccion de CMV y VEB

En la tabla 12, se presentan las comparaciones pareadas de los resultados de PCR

nested y la serologia de CMV y VEB.

Tabla 12. Concordancia y discordancia de resultados entre PCR nested y la serologia.

%DISCORDANCIA
VIRUS PRUEBAS %CONCORDANCIA p® K®
PCR+/Ig- |Ig+/PCR-
CMV | PCR-SANGRE/IgG 69,6% 0,7% 29.7% | 0,001 | 0,16
CMV | PCR-SUERO/IgM 76,7% 16,4% 6,9% 0,001 | 0,21
VEB | PCR-SANGRE/IgG 71,1% 21,6% 7.3% 0,001 | 0,32
VEB PCR-SUERO/IgM 73,5% 9,7% 0,8% 0,001 | 0,19

(M TEST de MAC NEMAR

@ Indice Kappa

Para la deteccién de CMV, entre la PCR nested en sangre y la deteccion de IgG

anti CMV, se encuentra un porcentaje de concordancia del 69,6% y una discordancia con

PCR nested positiva en el 0,7% e IgG positiva en el 29,7%, p < 0,001, K = 0,16. Entre

PCR nested en suero y la deteccion de IgM especifica, hay una concordancia del 76,7% y

una discordancia con PCR nested positiva en el 16,4% e IgM positiva en el 6,9%, p <

0,001, K =0,21.

PIBBIBEIQTECA
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Para la deteccion de VEB, entre la PCR nested en sangre y la deteccion de IgG
anti CMV, se encuentra un porcentaje de concordancia del 71,1% y una discordancia con
PCR nested positiva en el 21,6% e IgG positiva en el 7,3%, p < 0,001, K = 0,32. Entre
PCR nested en suero y la deteccion de IgM especifica, hay una concordancia del 73,5% y
una discordancia con PCR nested positiva en el 9,7% e IgM positiva en el 0,8%, p <
0,001, K =0,19.

4.C.2. Comparacion de resultados de diferentes técnicas para la deteccion de CMV

Antes del trasplante, solo el 10,4% (7) de los pacientes fueron seronegativos para
CMV.

I. Prevalencias de CMV en sangre por la PCR nested, la Antigenemia y el

cultivo y en suero por la PCR nested y la deteccion de IgM especifica.

Tabla 13. Numero y porcentaje de enfermos en los que cada prueba ha detectado al menos

una muestra positiva y los correspondientes en el total de muestras.

PCR-SANGRE | PCR-SUERO | ANTIGENEMIA | CULTIVO CMV-IgM

Total | N° % N° % N° % N° % N° %

Pacientes | 67 65 97,0 50 74,6 33 49,3 20 29,9 24 33,9

Muestras | 536 352 | 65,67 | 120 | 22,4 54 10,1 25 4,7 69 12,8

CMV se detectdé por PCR nested en sangre en 65 (97%) enfermos, que
correspondié a 352 (65,67%) muestras positivas. Por PCR nested en suero se detectd en
50 (74,6%) enfermos, que correspondio a 120 (22,4%) muestras positivas. Por
antigenemia se detectd en 33 (49,3%) enfermos, que correspondié a 54 (10,1%) muestras.
Por cultivo se detectd en 20 (29,9%) enfermos, que correspondi6 a 25 (4,7%), y se detectd

IgM en 24 (35,5%) enfermos, que correspondid a 69 (12,8%).
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Figura 19.

Porcentaje de pacientes que presentaron infeccion por CMV y el correspondiente % de

muestras positivas segun las diferentes técnicas de diagnostico.
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II- Concordancia de resultados de las diferentes técnicas utilizadas para el
diagnostico de infeccion por CMV

En la tabla 14, se presentan las comparaciones pareadas de los resultados de PCR

nested y los obtenidos por otras técnicas que se utilizan habitualmente para el diagnostico

de infeccién por CMV.

Tabla 14. Porcentajes de concordancia y discordancia de resultados entre PCR nested en

suero y otras pruebas de diagndstico para CMV.

% DISCORDANCIA
Prueba: A Prueba: B | % CONCORDANCIA P K
A+/B- |B+/A-
PCR-Suero Cultivo 82,3% 17,7% 0% <0,001 | 0,29
PCR-Suero IgM 76,7% 16,4% 6,9% |<0,001| 0,21
PCR-Suero | Antigenemia 85,5% 13,4% 1,1% | <0,001 | 047
PCR-Suero | PCR-Sangre 51,6% 2,1% 46,3% |<0,001| 0,18

En la deteccion de CMV, entre las pruebas de PCR nested en suero y el cultivo, se
da un porcentaje de concordancia del 82,3% y una discordancia con PCR nested positiva
en el 17,7%, p < 0,001 y K = 0,29. Entre las pruebas de PCR nested en suero y la
deteccion de IgM anti-CMV, se da un porcentaje de concordancia del 76,7% y una
discordancia con PCR nested positiva en el 16,4% e IgM especifica positiva en el 6,9%, p
< 0,001 y K =0,21. Entre las pruebas de PCR nested en suero y la Antigenemia, se da un
porcentaje de concordancia del 85,5% y una discordancia con PCR nested positiva en el
13,4% y la Antigenemia positiva en el 1,1%, p < 0,001 y K = 0,47. Entre las pruebas de
PCR nested en suero y la PCR nested en sangre, se da un porcentaje de concordancia del
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51,6% y una discordancia con PCR nested en suero positiva en el 2,1% y PCR nested en

sangre positiva en el 45,3%, p < 0,001 y K =0,18.

III. Concordancia entre los resultados de las pruebas diagnésticas y la

sospecha clinica

Del total de 67 enfermos, 28 (41,8%) han presentado sintomas compatibles con

enfermedad por CMV.

Tabla 15. Porcentajes de concordancia y discordancia entre las pruebas de diagndstico

para la deteccion de CMV y los sintomas.

% DISCORDANCIA

Enfermos % MUESTRAS
Prueba: A |Prueba: B |con CONCORDANCIA P K

sintomas / MUESTRAS NeiB lBaal

Prueba +
PCR-Suero | Clinica 28/50 83,0% 11,6% 5,4% |<0,001 0,46
Cultivo Clinica 13/20 84.7% 1,9% 13,4% |<0,001 | 0,21
IgM Clinica 19/24 89,9% 3,4% 6,7% | <0,001 | 0,60
Antigenemia | Clinica 20/33 85,3% 4.3% 10,4% |<0,001]0,36

Entre las pruebas de PCR nested en suero y la sospecha clinica, se da un
porcentaje de concordancia del 83% y una discordancia con PCR nested positiva en el
11,6%, sospecha clinica positiva en el 5,4%, p < 0,001 y K = 0,46. Entre las pruebas del
cultivo y la sospecha clinica, se da un porcentaje de concordancia del 84,7% y una
discordancia con cultivo positivo en el 1,9% y sospecha clinica positiva en el 13,4%, p <

0,001 y K = 0,21. Entre la deteccion de IgM especifica y la sospecha clinica, se da un
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porcentaje de concordancia del 89,9% y una discordancia con IgM anti-CMV positiva en

el 3,4% y la sospecha clinica positiva en el 6,7%, p < 0,001 y K = 0,60. Entre las pruebas

de Antigenemia y la sospecha clinica, se da un porcentaje de concordancia del 85,3% y

una discordancia antigenemia en suero positiva en el 4,3% y la sospecha clinica positiva

enel 10,4%, p <0,001 y K =0,36.

4.D. Grupo de enfermos seronegativos para CMYV en el pretrasplante y su evolucién

La evolucién seroldgica, clinica y los resultados de las diferentes técnicas de

diagnostico en este grupo de enfermos se detallan en la tabla 16.

Tabla.16. Diagndstico y evolucion de los enfermos seronegativos en el pretrasplante renal

Estado serologico
(IgG) Sero- PCR | PCR
Pretrasplante IgM | Cultivo | Antigenemia Clinica
conversion sangre | suero
Donante | Receptor
= - No - - & - - -
- - No - - - - - -
- - No - - - + - -
+ - Si 3 - - + + -
* - Si - - - + » .
+ - Si - + + + + -
+ - Si + - + + + +
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No se ha producido una seroconversion en los tres pacientes seronegativos cuyos
donantes fueron seronegativos. Solo uno present6 un resultado positivo por PCR nested
en sangre. El resto de las pruebas de diagnéstico fueron negativas y ninguno presentd una
sospecha clinica de infeccién por CMV.

Se ha producido una seroconversion por la deteccion de IgG especifica en 4 de los
cuatro pacientes seronegativos cuyos donantes fueron seropositivos. Se detecto IgM
especifica en dos pacientes, uno de estos 4 pacientes di6 un resultado positivo por cultivo,
dos por la Antigenemia , 3 por PCR nested en suero y los 4 por PCR nested en sangre.

Sélo uno ha presentado una sospecha clinica de infeccion por CMV.

4.E. Indices de validez de criterios de las técnicas de diagnéstico para la deteccion de
CMV
I. Al considerar el cultivo como la técnica de referencia
En las tablas 17 y 18 se presentan los indices de validez de criterios de las técnicas
diagnésticas cuando se toman todos los valores de cultivo como verdaderos positivos y

verdaderos negativos.
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Tabla 17. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo

de cada técnica cuando se considera el cultivo de shell-vial como la técnica de

referencia.
VALOR VALOR
PRUEBA SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD | pprooriyo BREDIGTIVO
POSITIVO NEGATIVO
DETECCION DE IgM 16,0 87,3 5.8 95,5
1.C. AL 95% 3,3 — 36,9 84,0 — 90,0 1,9-14,9 93,0-97,1
ANTIGENEMIA 84,0 93,5 38,9 99,1
1.C. AL 95% 83,0 - 94,7 90,9 — 95,4 26,2 ~33,1 97,7 -99,7
PCR nested SANGRE 100 36,0 7,1 100
I.C AL 95% 83,4 - 99,6 31,8 - 40,3 4’7 - 10’4 97’5 g 9959
PCR nested SUERO 100 81,4 20,8 100
1.C AL 95% 83,4 —99.6 77,7 - 84,6 14,1-294 98,9 - 99,9

Cuando se considera el cultivo como la técnica de referencia, tabla 17, la técnica
de mayor sensibilidad fue la PCR nested, tanto en sangre como en suero, que fue del
100% con intervalo de confianza (I.C.) al 95% entre 83,4-99,6%, luego la antigenemia
con una sensibilidad del 84% con 1.C. al 95% entre 83-94,7%. La prueba con una
sensibilidad mas baja fue la deteccion de IgM especifica y fue del 16% con 1.C. al 95%
entre 5,3-36,9%.

En cuanto a los valores de la especificidad, la prueba con valores mas altos
correspondié a la antigenemia con una especificidad del 93,5% con un I.C. entre 90,9-
95,4%. La siguiente fue la deteccion de IgM especifica con una especificidad del 87,3%

con I.C. entre 84-90%. Luego fue la PCR nested en suero con una especificidad del
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81,4% con I.C. al 95% entre 77,7-84,6%. La prueba menos especifica correspondi6 a la
PCR nested en sangre con una especificidad del 36% con I.C. al 95% entre 31,8-40,3%.

La prueba que ha tenido un valor predictivo positivo mas alto fue la antigenemia
alcanzando el 38,9% con un 1.C. al 95% entre 26,2-53,1%, seguida de la PCR en suero
con un valor predictivo positivo del 20,8% con un I.C. al 95% entre 14,1-29,4%, luego
fue la PCR nested en sangre con un valor predictivo positivo del 7,1% con un I.C. al 95%
entre 4,7-10,4%. La prueba con un valor predictivo positivo mas bajo correspondio a la
deteccion de IgM especifica y fue del 5,8% con un I. C al 95% entre 1,9-14,9%.

El valor predictivo negativo mas alto correspondi6 a la prueba de PCR nested,
tanto en sangre como en suero, y fue del 100% para ambas con un I.C. al 95% entre 97.5-
99,9% y 98,9-99,9% respectivamente. La siguiente fue la antigenemia con un valor
predictivo negativo del 99,1% con un 1.C. al 95% entre 97,7-99,7%. El valor predictivo
negativo mas bajo correspondio a la deteccion de IgM y fue del 95,5% con un 1.C. al 95%

entre 93-97,1%.
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Tabla 18. Valor global, odds ratio, razén de verosimilitud positiva y razén de

verosimilitud negativa de cada técnica cuando se considera el cultivo de shell-

vial como la técnica de referencia.

ON DE RAZON DE
VALOR® AL
PRUEBA e ODDSRATIO VEROSIMILITUD | VEROSIMILITUD
EQ POSITIVA ® NEGATIVA

DETECCION DE IgM 84.0 1,3 1,3 0,9
I.C. AL 95% 80,5 - 86,9 0,4-39 0,5-3,1 0,8-1,0
ANTIGENEMIA 93,0 76,0 13,0 0,2
I.C. AL 95% 90,5 -95,0 24,7 - 2345 8,9-18,8 0,0-0,4
PCRnested Sangre 38,9 ] 1,6

Indeterminado 0,0
I.C AL 95% 34,8 -43,3 1,5-1,7
PCR nested SUERO 82,3 5.4

Indeterminado 0,0
1.C AL 95% 78,7 — 85,4 45-6,4

@ proporcion observada del acuerdo, de todos los positivos y negativos del total.

(b

individuo enfermo que en uno sano.

) expresa la cantidad de veces que es mas probable hallar un resultado positivo en un

Teniendo en cuenta las consideraciones de las tablas 17 y 18, la prueba que

present6 el valor global mas alto fue la antigenemia: 93% con un I.C. al 95% entre 90,5-

95,4%. La siguiente fue la deteccion de IgM especifica cuyo valor fue del 84% y con I.C.

al 95% entre 80,5-86,9%. La siguiente fue la PCR nested en suero cuyo valor global fue

del 82,3% con un I.C. al 95% entre 78,7-85,4%. La prueba que present6 un valor global

mas bajo fue la PCR nested en sangre cuyo valor fue del 38,9% con un I.C. al 95% entre

34,8-43,3%.
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La estimacién del riesgo mediante odds ratio por la Antigenemia: fue del 76% con
I.C. al 95% entre 24,7-234,5%, deteccion de IgM especifica: 1,3% con 1.C. al 95% entre
0,4-3,9%, e indeterminado por PCR nested en suero y sangre. La razén de verosimilitud
positiva, por orden decreciente fue: antigenemia 13 con un I.C. al 95% entre 8,9-18,8.
PCR nested en suero: 5,4 con un I.C. al 95% entre 4,5-6,4. PCR nested en sangre: 1,6 con
un I.C. entre 1,5-1,7 y por deteccion de IgM especifica: 1,3 con un 1.C. al 95% entre 0,5-
3,1. La razén de verosimilitud negativa fue 0,9 para la deteccion de IgM con I.C. entre
0,8-1. Para la Antigenemia fue 0,2 con un I.C. entre 0-0,4. Para la PCR nested en sangre y

en suero fue de 0.

I1. Al considerar la PCR nested en suero como la técnica de referencia
En las tablas 19 y 20, se presentan los indices de validez de criterios de las
técnicas diagndsticas cuando se considera la PCR nested en suero como la técnica de

referencia ya que fue la que presentd los mayores indices de positividad.
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Tabla 19 Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo

de cada técnica cuando se considera la PCR nested en suero como la técnica de

referencia.
VALOR VALOR
PRUEBA SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD PREDICTIVO PREDICTIVO
POSITIVO NEGATIVO
SHELL VIAL 20,8 100 100 81,4
1.C. AL 95% 142-29.4 98,9 -100 83,4 -99,6 77,7 - 84,6
DETECCION DE IgM 26,7 91,1 46,4 81,2
I.C. AL 95% 19,2 - 35,7 87,8 -93,6 34,4 - 58,7 77,2 - 84,5
ANTIGENEMIA 39,2 98,3 87,0 8.9
1.C AL 95% 30,5 -48,5 96,4 — 99,2 74,5 -94,2 81,3 -879
PCR nested SANGRE 89,2 41,1 30,4 92,9
I.C AL 95% 81,9-93,9 36,4 — 46,0 25,7-35,5 88,0 - 96,0

Cuando se consideran todos los valores obtenidos por la prueba de PCR nested en
suero como la técnica de referencia, tabla 19, la técnica de mayor sensibilidad fue la PCR
nested en sangre, que fue del 89,2% con intervalo de confianza (I.C.) al 95% entre 81,9-
93,9%, luego la antigenemia con una sensibilidad del 39,2% con 1.C. al 95% entre 30,5-
48,5%. La sensibilidad de la deteccion de IgM especifica fue del 26,7% con I.C. al 95%
entre 19,2-35,7%. La prueba con una sensibilidad més baja fue el cultivo con una
sensibilidad de 20,8 con un I.C. al 95% fue entre 14,2-29,4%.

En cuanto a los valores de la especificidad, la prueba con valores mas altos
correspondié al cultivo cuyo valor fue del 100% con un I.C. entre 98,9-100%. La
siguiente fue la antigenemia con una especificidad del 98,3% con un 1.C. entre 96,4-

99,2%. La siguiente fue la deteccion de IgM especifica con una especificidad del 91,1%
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con L.C. entre 87,8-93,6%. La prueba menos especifica correspondié a la PCR nested en
sangre con una especificidad del 41,1% con I.C. al 95% entre 36,4-46,6%.

La prueba que ha tenido un valor predictivo positivo maés alto fue el cultivo
alcanzando el 100% con un L.C. al 95% entre 83,4-99,6%, seguida por la antigenemia con
un valor predictivo positivo del 87% con un 1.C. al 95% entre 74,5-94,2%, luego fue la
deteccion de IgM especifica con un valor predictivo positivo del 46,4% con un 1.C. al
95% entre 34,4-58,7%. La prueba con un valor predictivo positivo mas bajo correspondio
a la prueba de PCR nested en sangre con un valor predictivo positivo del 30,4% con un
I.C. al 95% entre 25,7-35,5%.

El valor predictivo negativo mas alto correspondié a la prueba de PCR nested en
sangre y fue del 92,9% con un I.C. al 95% entre 88-96%. La siguiente fue la antigenemia
con un valor predictivo negativo del 84,9,1% con un I.C. al 95% entre 81,3-87,9%. La
siguiente fue el cultivo cuyo valor predictivo negativo fue del 81,4% con un 1.C. entre
77,7-84,6%. El valor predictivo negativo mas bajo correspondié a la deteccion de IgM y

fue del 81,2% con un 1.C. al 95% entre 77,2-84,5%.
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Tabla 20. Valor global, odds ratio, razén de verosimilitud positiva y razén de

verosimilitud negativa de cada técnica cuando se considera la PCR nested en

suero como la técnica de referencia.

RAZON DE RAZON DE
PRUEBA o ODDS RATIO
GLOBAL VEROSIMILITUD | VEROSIMILITUD
POSITIVA NEGATIVA
SHELL VIAL 0.8
B Indeterminado Indeterminado
I.C. AL 95% 78,7 - 85,4 0,7-0,9
DETECCION DE 76,7 3,7 3,0 0,8
IgM 72,8 — 80,1 2,2-6,3 2,0-4,6 0,7-0,9
ANTIGENEMIA 85,1 _ 233 0.6
Indeterminado
I.C AL 95% 81,7-87,9 10,8 - 50,2 0,5-0,7
PCRuested Sangre PR el s 1,5 R
47.5 — ndeterminado
I.C AL 95% 7:5-56,2 1.4~4.7 0,2-0,4

Teniendo en cuenta las consideraciones de las tablas 19 y 20, la prueba que

present6 el valor global mas alto fue la antigenemia: 85,1% con un I.C. al 95% entre 81,7-

87,9%. La siguiente fue el cultivo, 82,2% con un I.C. entre 78,7-85.4. Luego fue la

deteccion de IgM especifica cuyo valor fue del 76,7% y con I. C. al 95% entre 72,8-

80,1%. La prueba que presentd un valor global més bajo fue la PCR nested en sangre

cuyo valor fue del 51,9% con un I.C. al 95% entre 47,5-56,2%.

La estimacion del riesgo mediante odds ratio para la deteccion de IgM especifica:

3,7% con 1.C. al 95% entre 2,2-6,3%, y para el resto de las pruebas fue indeterminado.

La razén de verosimilitud positiva, por orden decreciente fue: antigenemia 23,3%

con un I.C. al 95% entre 10,8-50,2. Deteccion de IgM: 3% con un 1.C. al 95% entre 2-
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4.6%. PCR nested en sangre: 1,5 con un 1.C. entre 1,4-1,7% y fue indeterminado para el
cultivo. La razén de verosimilitud negativa fue 0,8 el cultivo con un I.C. al 95% entre 0,7-
0,9 presentando el mismo valor la deteccion de IgM. Para la antigenemia fue 0,6 con un
I.C. entre 0,5-0,7. Para la PCR nested en sangre fue del 0,3 con un 1.C. al 95% entre 0,2-

0,4.

4.F. PCR cuantitativa en el diagndstico de la infeccion sintomadtica y asintomatica
por CMV

De las 536 muestras de sangre, se ha seleccionado aleatoriamente 90 muestras en
las que se ha determinado el ADN-CMYV por una PCR cuantitativa en tiempo real segin
las instrucciones de la casa comercial Rotor Gene. El nimero de copias / ug de ADN total
oscil6 entre 0 y 115,496.
4.F.1. Correlacién de la carga viral con la clinica y el tratamiento

De estas 90 muestras de sangre, 77 muestras pertenecian a pacientes que estaban
sometidos a un tratamiento profilactico con ganciclovir en el momento de realizar la PCR
cuantitativa. De las 77 muestras, 15 fueron de pacientes que presentaban una sospecha de
enfermedad por CMV y el rango de la carga viral en estas muestras oscil6 entre 0 - 36380
copias / ug de ADN total, y 62 muestras de pacientes que no presentaban sospecha clinica
de enfermedad en las que el rango de la carga viral oscil6 entre 0 - 115495 copias / ug de
ADN total. Mediante la prueba de Mann-Whitney, la mediana de la carga viral obtenida
en enfermos con sospecha de enfermedad por CMV, observada de forma retrospectiva,
fue de 4845 copias / ug de ADN y la mediana de la carga viral obtenida en enfermos que
no presentaban sospecha de enfermedad por CMV fue de 18 copias/ ug de ADN. (p <

0,001).
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De las otras 13 muestras que fueron de pacientes que no recibian tratamiento
antiviral en el momento de realizar la PCR cuantitativa, 3 pertenecian a pacientes que
habian recibido ganciclovir con anterioridad. La mediana de carga viral en estas muestras
fue de 948 copias/ ug de ADN. Las otras 10 muestras fueron de pacientes que no
presentaban sospecha clinica de enfermedad por CMV y no recibieron tratamiento

antiviral. La mediana de carga viral en estas muestras fue de 0 copias / ug de ADN. (p <

0,001).
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Figura 20.

Comparacion de la carga viral entre infeccion sintomética y no sintomatica por CMV.

4.F.2. Comparaciéon de PCR cuantitativa con las diferentes técnicas de diagnéstico
Se han utilizado las curvas del rendimiento diagndstico (ROC) y el punto de corte
que mejor discrimina la presencia del virus para todas las pruebas de diagnéstico para

realizar la comparacion entre ellas.
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I. Comparacion de PCR cuantitativa con PCR nested en suero
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Figura 21.

Probabilidad de deteccién del ADN-CMYV por PCR nested en suero y el punto de corte

optimo correspondiente a la carga viral.

El area bajo la curva representa la capacidad de la PCR nested en suero para
discriminar la presencia de infeccién activa por CMV. El area fue de 0,83 (I.C. al 95%
entre 0,72-0,93) p < 0,0001. El punto de corte 6ptimo fue de 125 copias / ug de ADN total

que corresponde al punto discriminatorio de maxima sensibilidad y especificidad.
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II- Comparaciéon PCR cuantitativa con la antigenemia
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Figura 22.
Probabilidad de deteccién de CMV por la antigenemia y el punto de corte 6ptimo
correspondiente a la carga viral.
El é4rea bajo la curva para la antigenemia fue de 0,90 (I.C. al 95% entre 0,83-0,97)
p < 0.0001. El punto de corte optimo fue de 126 copias / ug de ADN total que

corresponde al punto discriminatorio de maxima sensibilidad y especificidad.

129



III- Comparacion PCR cuantitativa con el cultivo
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Figura 23.
Probabilidad de deteccién de CMV por el cultivo y el punto de corte 6ptimo

correspondiente a la carga viral.

El 4rea bajo la curva para el cultivo fue de 0,89 (1.C. al 95% entre 0,81-0,96) p <
0,001. El punto de corte 6ptimo fue de 590 copias / ug de ADN total que corresponde al

punto discriminatorio de méxima sensibilidad y especificidad.
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IV- Comparacion de la PCR cuantitativa con la deteccién de IgM
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Figura 24.
Probabilidad de deteccion de IgM-CMYV especifica y el punto de corte 6ptimo

correspondiente a la carga viral.
El area bajo la curva para deteccion de IgM fue de 0,78 (I.C. al 95% entre 0,63-

0,93), p = 0,001. El punto de corte 6ptimo de 51 copias / ug de ADN total corresponde al

punto discriminatorio de méaxima sensibilidad y especificidad.
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V. Comparacion de la PCR cuantitativa con la sospecha clinica
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Figura 25.
Probabilidad de deteccién de CMV por la sospecha clinica y el punto de corte éptimo
correspondiente a la carga viral.
El 4rea bajo la curva para la sospecha clinica que representa la capacidad de la
PCR cuantitativa para discriminar sanos y enfermos fue de 0,90 (I.C. al 95% entre 0,79-
1,00), p < 0,0001. El punto de corte 6ptimo de 380 copias / ug de ADN total que

corresponde al punto discriminatorio de maxima sensibilidad y especificidad.
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5. DISCUSION

A medida de que el trasplante renal fue imponiéndose como tratamiento de la
insuficiencia renal crénica terminal, la poblacion que presenta inmunodepresion ha
aumentado como consecuencia de la propia enfermedad, terapia inmunosupresora y de la
misma intervencion del trasplante, dando lugar a la aparicion de cuadros infecciosos

severos por virus herpes*, sobre todo por CMV 46

, que pueden poner en peligro la
supervivencia del injerto, asi como la vida del enfermo.

Por ello, se ha intentado conseguir tratamientos nuevos que alcanzarian la misma
eficacia con una menor inmunosupresién y en buscar técnicas de diagnostico de mayor
sensibilidad, para detectar estos cuadros infecciosos de una forma temprana y por
consiguiente, permitir la instauracion del tratamiento antiviral eficaz.

Los métodos de diagndstico clasicos, serologia, aislamiento e identificaciéon por
cultivo estdn bien establecidos para HSV-1, HSV-2, VZV y CMV. No asi para VEB,
HVH-6, HVH-7 y HVH-8, el primero porque no se cultiva en las lineas celulares clasicas
utilizadas rutinariamente en los laboratorios de diagnéstico. En cuanto a HVH-6, HVH-7
y HVH-8, quizas por ser de reciente descubrimiento, las técnicas de diagnostico rutinario
no estan todavia implantadas en la mayoria de los laboratorios. Por ello, para el estudio de
estos virus se ha utilizado una técnica de PCR disefiada por el equipo del laboratorio, que
tiene elevada sensibilidad, ya que puede detectar 10 copias de ADN de los tres virus

estudiados, maxime al haber utilizado una PCR con doble amplificacion (PCR nested) y

elevada especificidad ya que los iniciadores utilizados corresponden al genoma buscado.
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5.A. Prevalencia global de ADN de CMV, VEB y HVH-6 por PCR nested
5.A.1. En muestras de sangre total

Las prevalencias obtenidas en el grupo de enfermos para los tres virus estudiados
coinciden con los resultados obtenidos en otros estudios sobre CMV47'50, VEB>"2 y
HVH-6%.

El hecho de que se detecte el ADN de estos virus en sangre de individuos sanos no
es de extrafiar, ya que estos virus presentan unas seroprevalencias que superan el 90% de
la poblacién adulta y los estudios han estimado que de 6 a 8% de donantes de sangre
seropositivos tienen IgM-CMV especifica en el momento de la donacién®.

Toro et al. 1996, encontraron una asociacion entre la deteccion de ADN-CMV en
leucocitos mediante la PCR y alglin factor estresante en individuos seropositivos sanos.
La PCR fue positiva en el 53,6% de muestras de leucocitos y concluyeron que todos los
individuos sanos seropositivos tenian alguna muestra positiva durante el periodo de
seguimiento®. Wagner et al. y Gopal et al. 1990, detectaron el ADN de VEB y HVH-6 en
linfocitos en el 54% y 49% respectivamente de individuos sanos seropositivos6"62.

Se ha detectado una diferencia estadisticamente significativa entre las prevalencias
del grupo de enfermos con al menos una muestra positiva y del grupo control, p < 0,001
para los tres virus, lo que haria pensar desde el punto de vista viroldgico, en la existencia

al menos en parte, de una infeccion activa con replicaciéon virica® %

en el grupo de
enfermos.

Sin embargo, considerando las prevalencias en el total de muestras de sangre, entre
ambos grupos no se encontré una diferencia estadisticamente significativa para los tres
virus herpes estudiados, p = 0,2 para CMV, p = 0,6 para VEB y p = 0,6 para HVH-6. Por

consiguiente, la PCR nested detectando el ADN de los tres virus en muestras de sangre

total no discriminaria entre la infeccion latente presente muchas veces en individuos
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sanos y la infeccién activa, de acuerdo con otros autores como Secchiero et al. 1995 y
Locatelli et al. 2000.

En este estudio, se ha detectado ADN-CMV en sangre total en 65 (97%) pacientes
y solo el 41,8% que corresponden a 28 pacientes han presentado sintomas compatibles
con enfermedad por CMV. Por lo tanto, la deteccion de un resultado positivo no supone la
presencia de una infeccidn sintomatica, lo cual coincide con otros estudios*! 6%,

El 60-90% de los candidatos a trasplante tienen una infeccion latente que puede
reactivarse después del trasplante y solo el 20-60% de los trasplantados renales
desarrollan infeccion sintomética por CMV™. Por lo tanto, la deteccién de CMV en el
postrasplante no implicaria necesariamente la presencia de infeccién sintomatica.

5.A.2. En muestras de suero

Las prevalencias detectadas en el grupo de enfermos, al obtener un resultado
positivo a lo largo de todo el periodo de seguimiento, coinciden con los resultados de
otros estudios sobre CMV**7!, VEB’! y HVH-6"%.

Brytting et al. 1992, detectaron el ADN-CMV por PCR nested en suero de
enfermos trasplantados renales y en 1 donante de sangre seropositivo pero en ningun
seronegativo>®. Stevens et al. 2001, detectaron el ADN-VEB de uno de los 18 donantes de
sangre seropositivos por la PCR cualitativa tanto en sangre como en suero’>.
Coincidiendo con Huang et al. 1992 y Seccheiro et al 1994, no se ha detectado el ADN de
HVH-6 en suero por la PCR nested en ningun individuo sano que sirvié como control’**,

El hecho de no detectar el ADN-HVH-6 en individuos sanos, en contraste con
otros estudios’?, puede ser debido a la diferencia en la sensibilidad de deteccion entre las

técnicas de PCR. Oslowy et al. utilizando PCR-ELISA alcanzaron una sensibilidad de

deteccion 30-50 veces mayor que la deteccion por métodos ordinarios al detectar hasta 3
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copias lo que explica que obtuvieran el 21% de positividades en donantes de sangre
aparentemente sanos.

Se ha encontrado una diferencia estadisticamente significativa entre las
prevalencias de ADN tanto en el numero de enfermos como en el total de muestras, y
donantes de sangre sanos para los tres virus, p < 0,001, lo que nos hace pensar en la
posibilidad de una infeccion activa en el grupo de enfermos.

Al comparar los resultados obtenidos en sangre y suero, tanto para el grupo de
enfermos como para el grupo control, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las prevalencias de los tres virus en sangre y suero, p < 0,001. Estos
datos sugieren que la PCR nested en suero podria ser indicativa de una infeccion activa
puesto que estos virus se quedan latentes en las células linfopolimorfonucleares, hecho
importante para el clinico, pues el enfermo con una PCR positiva podria perder el injerto,
independientemente de que presente sintomas clinicos. Asi Gerna et al. 1994,
describieron que la mayoria de las reinfecciones o reactivaciones por CMV que se
producen después del trasplante, lo hacen de una forma asintomatica’.

En este estudio se ha detectado el ADN-CMYV por PCR nested en suero en los 28
(74,6%) enfermos con sintomatologia clinica, sin embargo, 22 (41,8%) no desarrollaron
enfermedad.

Para Wolf et al. 1993 y Zipeto et al. 1995 que detectaron ADN en suero y plasma
de enfermos inmunodeprimidos, la presencia del ADN reflejaria una mayor replicacion
virica en células sanguineas’”’®. En este estudio y en otros se encontré una correlacién
entre la deteccion de genoma viral y la presencia de sintomas compatibles con

enfermedad>*%".

137



5.B. Influencia del sexo y la edad en las prevalencias de ADN de los virus estudiados

Tanto en el grupo de enfermos como en el grupo control las prevalencias de
deteccién de ADN de los tres virus, en las muestras de sangre como en las muestras de
suero, no se ven influenciadas por el sexo, p > 0,05.

En el grupo de enfermos como en el grupo control, las prevalencias de deteccion
de ADN de los tres virus entre sangre y suero, no se ve influenciada por la edad, ya que
no se encontré una diferencia estadisticamente significativa, p > 0,05 para los dos grupos
de edad establecidos. Tampoco se han encontrado diferencias en la distribucion de
prevalencias entre el grupo de enfermos y el grupo control cuando se comparan los
resultados en sangre o en suero, p > 0,05. Por lo tanto, las diferencias entre las
prevalencias de ADN se mantienen en los dos grupos y no estan asociadas a la edad.

Por consiguiente, las prevalencias de infeccion por los tres virus estudiados no se
ven influenciadas por el sexo y la edad y tendria que ver con un factor que afecte por
igual a hombres y mujeres como podria ser el proceso de inmunodepresion al cual estan

sometidos todos estos pacientes.

5.C. Prevalencias de las coinfecciones encontradas

Se han estudiado las asociaciones entre los 3 virus en el total de muestras positivas

de los dos grupos, enfermos y donantes de sangre sanos, con el fin de establecer:

1. Si existe alguna asociacion viral en este tipo de pacientes, para estudiar la
tendencia de estos virus herpes a aparecer en presencia de otro en la misma
muestra.

2. Para determinar, mediante el seguimiento de las muestras de un mismo
paciente, si la reactivacion de uno de los virus estudiados estaria

condicionada por la reactivacion de otro.
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Se ha detectado diferencias estadisticamente significativas entre las prevalencias
de sangre y suero, p < 0,001 tanto para uno, dos o tres virus en el grupo de enfermos.

Para cada uno de los virus estudiados, la distribuciéon de prevalencias de ADN fue
significativamente mas elevada en suero que en sangre (tabla 8) siendo la diferencia de
1,4 para CMV, 2,9 para VEB y 4,7 para HVH-6. Esto podria sugerir que la reactivacioén
viral en suero se produce por solo un virus.

En sangre, las prevalencias de coinfeccion por dos y tres virus fueron mads
elevadas que en suero para los tres virus estudiados en el grupo de enfermos.

En suero, las prevalencias de coinfeccion por 3 virus fueron 3 veces mas baja para
CMV, 3,3 para VEB y 3,8 para HVH-6. Las prevalencias de coinfeccién por 2 virus
fueron menores para CMV y VEB y casi se ha mantenido para HVH-6. Esto sugiere que
HVH-6 presenta una probabilidad mas alta para la coinfeccion por otro virus (tabla 8).

Al comparar las prevalencias en sangre de enfermos y sanos, no detectamos
diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de las prevalencias para
CMV y VEB. Sin embargo, hubo una diferencia estadisticamente significativa en la
distribucion de las prevalencias de todas las modalidades de coinfeccion entre los
pacientes y el grupo control para HVH-6, p < 0,001. Estos datos sugieren que en las
muestras de sangre al igual que en las muestras de suero del grupo de enfermos, el HVH-
6 se detecta mds en compafiia de otros virus habiendo una proporciéon mas alta de
coinfeccion por dos virus. Esto haria pensar que HVH-6 presenta una tendencia mas
elevada para la coinfeccién con un virus mas que los otros virus (tabla 8).

Del analisis de las prevalencias de coinfeccion por 2 virus entre sangre y suero, se
detecta una diferencia clinicamente relevante para las coinfecciones de CMV-HVH-6 y

VEB-HVH-6 pero sin obtener una diferencia estadisticamente significativa. Este hecho
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puede ser debido quiza a que el intervalo de tiempo de la recogida de muestras fue largo,
al haber sido mensual a partir del primer mes postrasplante.

Mediante el seguimiento de muestras de cada paciente, la coinfeccién por HVH-6
y un virus mas en suero, se ha presentado en 21 muestras (36,8%), de las cuales, en el
78% se acompafia con CMV. La infeccion por HHV6 antecede a la de CMV en el 76,2%
de las muestras. En el 22% el HVH-6 se acompafia con VEB pero los resultados no
fueron concluyentes en cuanto al virus que se presenta primero ya que se da en el 50% en
cada caso.

La coinfeccién por CMV y un virus més se presenta en el 33,3% en suero
acompafiandose de una forma similar con VEB (47%) y con HVH-6 (53%). En cuanto al
virus que se presenta primero, los resultados tampoco son concluyentes ya que obtuvimos

el 52,6% para CMV vy el 47,4% para VEB.

5.D. Prevalencias de coinfeccion sintomatica

Debido a que la infeccion por los tres virus herpes puede dar sintomas similares,
hemos estudiado la asociacion entre la enfermedad por CMV y los otros 2 virus.

Como reflejan los datos de la tabla 8, ADN-CMV fue detectado en todos los
pacientes que han presentado una clinica compatible por este virus. En este grupo de
enfermos, se ha detectado HVH-6 en el suero de 24 (85,7%) y VEB en 20 (71,4%). En los
28 pacientes que desarrollaron la enfermedad por CMV, se ha detectado el ADN en suero
de HVH-6, VEB o ambos a lo largo del periodo de seguimiento de los enfermos. Como
ya hemos visto, la deteccion de HVH-6 precede a la de CMV en el 76,2% de las muestras
de los pacientes que presentaron coinfeccion activa por ambos virus, se podria pensar que
la reactivacion de HVH-6 anteceda a la de CMV dando lugar a la aparicién de sintomas

en los casos de enfermedad. Posiblemente la reactivacion de CMV-HVH-6 podria dar
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lugar a la de VEB. Sin embargo, teniendo en cuenta que la reactivacion de CMV se ha
detectado en el suero de los 28 pacientes que presentaron la enfermedad, superando la
presencia de los otros dos virus al presentarse en el 85,7% y 71,4%, un mecanismo
alternativo seria que la reactivaciéon por CMV anteceda a la de los otros dos virus, dando
lugar a un estado que permita una vigilancia inmune menos efectiva contra HVH-6%.

Del anélisis de las prevalencias de ADN de los 3 virus herpes estudiados obtenidas
por PCR nested y teniendo en cuenta que la mayoria de los pacientes trasplantados
renales fueron seropositivos para CMV, se podria deducir mediante las asociaciones
obtenidas que en este grupo de enfermos habria algin tipo de interaccion entre estos virus
que implicaria la induccién y desarrollo de la enfermedad por CMV.

Varios estudios clinicos han sugerido la interaccion entre HVH-6 y CMV después
del trasplante. Herbein et al. 1996, publicaron que los sintomas clinicos severos que se
atribuyen a infeccion por CMV ocurren en trasplantados de 6rganos sélidos con infeccion
por HVH-6 sélo si tenian una coinfeccion por CMV*. Dockrell et al. 1997, han mostrado
que la seroconversion para HVH-6 era un marcador para la enfermedad por CMV después
del trasplante hepético independientemente de otros factores de riesgo para la infeccion
sintomatica por CMV*. DesJardin et al. 1998, utilizando la serologia y la PCR
cuantitativa sugieren que la reactivacion de HVH-6 en el trasplante renal en enfermos con
riesgo para desarrollar infeccion primaria por CMV se asocia con infeccion y enfermedad
por CMV?®. Segtin Mendez et al. 2001, la asociacion entre la enfermedad por CMV y los
3 B-herpesvirus ocurridé sobre todo en los receptores seronegativos de donantes
seropositivos y fue mas significativa por la cuantificacion viral que por la PCR cualitativa

en trasplantados de 6rganos s6lidos®.
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S.E. Hibridacién

Como se ha visto que la PCR nested en sangre y suero presenta una sensibilidad
alta para la deteccién de la infeccion por los tres virus estudiados, se ha utilizado la
hibridacién con sonda especifica para cada uno de los virus estudiados para examinar la
especificidad.

De los resultados de la hibridacion, se ha detectado un porcentaje de falsos
positivos que oscila entre 0 y el 5,3% que podria ser como consecuencia de muchas
variables inherentes a la técnica de la PCR nested. Creemos que la PCR nested ha
mostrado superar los falsos positivos causados por contaminacion con fragmentos de
ADN utilizando las normas basicas de estandarizacion como el uso de controles
adecuados etc. Cabria destacar las posibles amplificaciones inespecificas que pueden ser
debidas al retraso en el procesamiento de las muestras en algunas ocasiones, ya que la
preparacion tardia de muestras de suero lleva un cierto riesgo de resultados falsos
positivos de la PCR, probablemente debido a una lisis leucocitaria”"%%,

El uso de controles negativos en cada amplificacion evité los resultados falsos
negativos que podrian derivarse de la inhibicién de la PCR nested. Ademas, el uso de un
par de iniciadores mas en la PCR nested contribuye a obviar dichos resultados al

aumentar la sensibilidad.

5.F. Comparacion de prevalencias y concordancia de resultados entre la PCR nested
en suero y otras técnicas de diagnostico realizadas
5.F.1. Con la serologia de CMV y VEB
Cuando consideramos el total de enfermos estudiados, (tablas 11 y 12) las
prevalencias de CMV obtenidas por la PCR nested en sangre y por la deteccion del

anticuerpo IgG especifico fueron similares. Sin embargo, en el total de muestras se
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encontré una diferencia estadisticamente significativa entre las prevalencias detectadas
por ambas técnicas, p < 0,001. A pesar de que ambas técnicas detectan la existencia de
infeccion latente, la discrepancia esta en que cuando la IgG especifica se hace positiva es
para siempre, lo cual no ha sucedido con la PCR en ninguno de los individuos o muestras
de nuestro estudio.

En el caso de VEB, hubo una diferencia estadisticamente significativa tanto al
considerar los enfermos como al considerar el nimero total de muestras, entre las
prevalencias obtenidas por PCR nested en sangre y la deteccién de IgG especifica, p <
0,001. Se observa una mayor positividad por PCR nested en sangre que por serologia.
Katz et al. 1989. constataron que era dificil interpretar la serologia para VEB en presencia
de inmunosupresion®® y Telenti et al. 1990. consideraron que la técnica de PCR, por su
alta sensibilidad, era la adecuada para el diagnostico de la infeccién por VEB*.

Tanto en pacientes como en muestras y para ambos virus, se ha obtenido mayores
porcentajes de positividad por la PCR nested en suero que la deteccion de IgM para la
deteccion de infeccidn activa, hallandose una diferencia estadisticamente significativa
entre las prevalencias detectadas por ambas técnicas, p < 0,001. La discordancia con un
resultado positivo por PCR e IgM especifica negativa podria ser debida a que en pacientes
inmunodeprimidos la IgM solo aparece en el 50% de reactivaciones o reinfecciones® y
los signos serolégicos de infeccion se detectan mas tarde que la PCR nested*'.

5.F.2. Con las técnicas utilizadas para el diagnéstico de la infecciéon activa por CMV

La diferencia entre los porcentajes de positividad (tabla 13) hallados por la PCR
nested en suero y la deteccion de infeccion por el resto de las técnicas de diagnéstico fue
estadisticamente significativa tanto en pacientes como en muestras (p < 0,001),

coincidiendo con otros estudios***®®. La PCR nested en suero fue la técnica mas sensible
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detectando el 17,7% mas que el cultivo, 16,4% mas que la IgM especifica y 13,4% mas
que la Antigenemia.

La discordancia entre PCR nested en suero positiva y cultivo negativo, que se
refleja en la tabla 14, puede atribuirse al tratamiento con ganciclovir al cual estin
sometidos 41 (61,2%) de los pacientes. Gerna et al. y Erice et al. encontraron que la
mayor parte de las muestras que fueron negativas por shell vial procedian de pacientes
que estaban siendo tratados con ganciclovir68’95. Esta discrepancia entre los resultados se
debe probablemente a la capacidad del ganciclovir para inducir el bloqueo de la
replicacion del ADN viral en los linfocitos con la inhibiciéon de la infeccién de los
fibroblastos en el cultivo, por lo que algunos autores recomiendan la no utilizacion de este
método para la monitorizacion de las infecciones activas por CMV en aquellos pacientes
tratados con ganciclovir%.

La deteccién de IgM especifica es una técnica utilizada rutinariamente para la
deteccion de infeccidn activa por CMV, pero como hemos visto, su utilidad en el manejo
de la enfermedad por CMV es limitada, ya que la presencia de ésta puede tardar en
aparecer o no hacerlo en pacientes inmunodeprimidos*!’2.

Coincidiendo con otros estudios’™®, las dos técnicas que han demostrado mas
concordancia (85,5%) para la deteccién de infecciéon activa por CMV fueron la PCR
nested en suero y la Antigenemia, K = 0,47. La PCR en suero presenta 13,4% mas de
resultados positivos que la Antigenemia. La presencia de Antigenemia positiva y PCR
nested en suero negativa puede ser debido a que el virus estaba latente en leucocitos en el
momento de la extraccion. Marenzi et al. 1996, obtienen resultados similares (83%) por
ambas técnicas en enfermos de SIDA.

Aunque ambas pruebas parecen asociarse con infecciéon activa por CMV,

probablemente expresan hechos bioldgicos diferentes. Mientras la Antigenemia detecta la
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presencia del antigeno en leucocitos, la PCR detecta ADN libre como consecuencia de

replicacion viral activa®®”.

5.G. Indices de validez de criterios y anilisis de las pruebas de diagnéstico para la
deteccion de CMV

En el presente estudio, hemos considerado dos técnicas de referencia. El cultivo
(tablas 17 y 18) al igual que el resto de los autores y la PCR nested en suero (tablas 19 y
20) porque fue la técnica que presenté mayores indices de positividad se podria deducir
que:

Debido a que el cultivo de shell vial en muestras de sangre presenta una
sensibilidad muy baja (20,8%. 1.C. al 95%: 14,2-29.,4) en comparacion con la PCR nested
en suero, no parece ser un método adecuado para la deteccion de infeccién activa ya que
gran proporcion de ésta pasaria inadvertida.

La deteccidon de IgM no es una técnica fiable para el diagnéstico de infeccién
activa por CMV porque presenta valores de sensibilidad y VPP bajos en comparacion con
el cultivo y la PCR nested en suero. Por ello, loé resultados de esta técnica no son utiles
para la deteccion y la monitorizacion de la infeccion activa por CMV en los trasplantados
renales coincidiendo con otros estudios”>"#'%".

La Antigenemia presenta buena sensibilidad en relacion con el cultivo, si bien esta
sensibilidad es baja cuando se compara con la PCR nested en suero (39,2% con 1.C al
95%: 30,5-48,5%). Ademas, tiene un buen VPP en relacion con la PCR nested en suero
(87% con 1.C. al 95%: 74,5-94,2%). Por ello, y por ser una técnica facilmente
reproductible y economicamente rentable, es una técnica fiable para la monitorizacion de
los trasplantados renales, sobre todo si se tiene en cuenta que los resultados pueden ser

cuantificados.
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Hemos encontrado que la PCR nested en suero presenta una sensibilidad 6ptima en
relacion con el cultivo (100% con I.C. al 95%: 83,4-99,6%) y presenta un VPP y
especificidad similares a los de la Antigenemia cuando se comparan ambas técnicas con
el cultivo, ademas de ser la prueba que ha presentado mayores indices de positividad. Por
consiguiente, seria la técnica méas adecuada para la deteccion de la infeccidn activa.

La PCR nested en sangre presenta tanto en relacion con el cultivo y la PCR rnested
en suero una sensibilidad optima, una especificidad y un VPP bajos, seguramente debido
a que detecta preferentemente infeccion latente. Por su extrema sensibilidad seria de
utilidad en el postrasplante, en un receptor seronegativo de un donante seropositivo, ya
que cualquier resultado positivo en este caso seria considerado para instaurar el
tratamiento antiviral.

Al presentar todas las técnicas para la deteccion de infeccidn activa, el cultivo, la
deteccion de IgM especifica, la Antigenemia y la PCR nested en suero unos valores altos
de especificidad y VPN, una funcion importante de estas técnicas seria la de descartar la
infeccion activa, coincidiendo con otros estudios'®!.

Los resultados coinciden con otros estudios en que las técnicas no basadas en la
PCR no fueron suficientemente sensibles pero tenian generalmente altas

especificidades'*! 1%,
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5.H. Correlacién entre las pruebas de diagnoéstico y la sospecha clinica de
enfermedad por CMV

Teniendo en cuenta la definicion de la enfermedad por CMV dada en el apartado
3.1.de material y métodos, 28 de los enfermos presentaron sospecha clinica compatible
con enfermedad por CMV; en la tabla 15 se observa que:

La PCR nested en suero fue la técnica mas sensible detectando el 100% de estos
pacientes y un VPP de 56% coincidiendo con otros estudios 68.69.71.106 Esta técnica
también ha detectado el ADN-CMV en el 11,6% de muestras que corresponden a 22
pacientes que no presentaron sintomas. En el total de muestras, entre la PCR nested en
suero y la sospecha clinica por CMV hubo una concordancia en el 83% de muestras (K =
0,46.). En las muestras (5,4%) que coinciden con una sospecha clinica y en las que no se
detecta el ADN-CMV podria corresponder a niveles bajos de ADN viral®® debido a la
profilaxis antiviral o que los sintomas no corresponderian al agente viral buscado. Por
todo ello, la PCR nested en suero podria ser considerada la mas adecuada para el cribaje
de la enfermedad por CMV ya que presenta sensibilidad éptima.

El cultivo fue positivo en 13 de estos pacientes (46,4%) y en 7 pacientes mas que
no presentaron sintomas. Entre el cultivo y la sospecha clinica, hubo una concordancia del
84,7% dejando sin detectar el 13,4% de muestras en presencia de sintomas.

La IgM especifica se detecté en 19 pacientes (67,8)% y en 5 pacientes con
ausencia de sintomas. Si se tiene en cuenta que solo un enfermo de los 4 seronegativos
que recibieron trasplante seropositivo presentdé la enfermedad, la deteccion de IgM
especifica en los 18 enfermos restantes que presentaron la enfermedad y en los 5 que no
la presentaron seria una indicacion de reinfeccion. Entre la IgM especifica y la sospecha
clinica, hubo concordancia fue del 89,9% (K = 0,60) pero negativa en el 6,7% de las

muestras en presencia de sintomas.
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La Antigenemia fue positiva en 20 pacientes (71,4%) y en otros 13 pacientes que
no presentaron sintomas. Entre la Antigenemia y la clinica hubo una concordancia del
85,3% (K = 0,36) dejando sin detectar el 10,4 % de las muestras en presencia de
sintomas. Por consiguiente, es frecuente que las pruebas de diagnéstico sean positivos en
las reinfecciones o la reactivaciones asintomaticas en los trasplantados renales
seropositivos de acuerdo con otros estudios*'?.

En presencia de enfermedad por CMV, la PCR nested en suero ha sido siempre

positiva cuando lo era la Antigenemia, la deteccion de IgM especifica y el shell-vial.

5.1. Enfermos seronegativos para CMYV en el pretrasplante y su evolucion

En el periodo del pretrasplante es fundamental conocer la serologia ya que la
ausencia de anticuerpos especificos indica susceptibilidad de los candidatos a trasplante
renal para desarrollar una infeccion primaria.

De los 7 pacientes que fueron seronegativos antes del trasplante, 3 recibieron su
rifion de donante seronegativo y 4 lo recibieron de donante seropositivo. De los 3
receptores seronegativos que contaron con donante igualmente seronegativo, solo uno
presenté un resultado positivo, que fue por la técnica de PCR nested en sangre pero
ninguno desarrollo la enfermedad coincidiendo con otros estudios’.

Si bien algunos autores como Tong et al. 1998. en un estudio para predecir la
enfermedad por CMV en trasplantados renales no incluyeron por motivos €ticos a los
pacientes seronegativos que habian recibido su injerto de donantes seronegativos, ya que
la infeccion y la enfermedad por CMV es una rareza en estos pacientes'®', el hecho de
detectarse un resultado positivo por PCR nested en sangre de estos pacientes tampoco es

algo extrafio ya que Larsson et al. habian demostrado que el ADN-CMYV se podia detectar
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en leucocitos de sangre periférica de todos los enfermos seropositivos y de la mayoria de
los donantes de sangre seronegativos investigados con el tiempo®’.

La incidencia de infeccién activa en los receptores seronegativos con donante
seropositivo fue del 75% (en 3 de los 4 se detectéo el ADN-CMV por PCR nested en
suero) y en el 50% cuando se consideran positivas al menos 2 pruebas.

Parece que estos resultados apoyan la idea, de que el injerto trasplantado es la
principal fuente de virus en receptores seronegativos, tal y como ya ha sido sugerido
previamente1 13,116

Los 4 pacientes seronegativos que recibieron un rifién de un donante seropositivo
han presentado una infeccién por CMV detectada por al menos una técnica, y solo uno de
éstos que han adquirido la infeccion por CMV ha desarrollado la enfermedad discrepando
con otros estudios en que todos los pacientes en los que se ha detectado el ADN-CMV
desarrollaron la enfermedad'®'. Quiza esto sea debido al tratamiento profilactico al cual
estaban sometidos estos pacientes a diferencia del estudio mencionado en el que solo uno
de 37 trasplantados renales habia tomado un tratamiento con aciclovir en el periodo del
pretrasplante.

Por todo ello, en estos pacientes con un riesgo alto para desarrollar una infeccion
primaria por CMV, el resultado positivo de cualquier prueba seria significativo y estaria
indicado el tratamiento antiviral especifico. La técnica de eleccion en este grupo de
pacientes seria la PCR nested en sangre o suero ya que fue la técnica mas sensible para la

deteccion de CMV.
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5.J. PCR cuantitativa en tiempo real en el diagnéstico de infeccién y enfermedad por
CMV

Los avances tecnologicos han hecho posible la utilizacién de técnicas sensibles y
especificas para que una reaccion se haga positiva antes del comienzo de la enfermedad
indicando que hay que instaurar el tratamiento adecuado. En este estudio, vemos que la
deteccion de ADN-CMV por técnicas de PCR cualitativas: 1) no indica siempre una
enfermedad por CMV al no acompafiarse siempre de sintomas, 2) puede persistir meses a
pesar de un tratamiento antiviral efectivo limitando el uso clinico de la PCR cualitativa

para este objetivo coincidiendo con otros estudios®”!

y 3) muchos de los pacientes que
dieron resultado negativo también desarrollan enfermedad por CMV.

En este sentido, la cuantificacion de ADN-CMV podria ser de mas valor en la
monitorizacién de la enfermedad por CMV 'y el tratamiento antiviral

correspondiente®®- 07117

ya que orientaria al clinico en cada momento sobre la carga viral
y la necesidad de instauracion de tratamiento si supera un determinado numero de copias
a partir del cual seria muy probable el desarrollo de la enfermedad.

La determinacion cuantitativa del ADN en suero parece ser mucho menos sensible
que el ADN en leucocitos para monitorizar la infeccion por CMV y el tratamiento
antiviral””, por lo que se ha realizado la determinaci6n de la carga virica en muestras de
sangre total.

5.J.1. Correlacion de la carga viral con la clinica y el tratamiento

Se ha comparado la carga viral de los enfermos que presentaron una infeccion
sintomatica por CMV con aquella de los enfermos que presentaban una infeccion
asintomatica, observando que la mediana del nimero de copias en los sintomaticos (4845

copias / ug de ADN) fue significativamente mayor que en los asintomaticos (18 copias /

ug de ADN), (p <0,001), coincidiendo con otros estudios*. Dado que el nimero de
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muestras de pacientes que no presentaban la enfermedad fue elevado, se podria deducir

que la PCR cuantitativa podia haber sido de gran utilidad para monitorizar la infeccion

activa y asi evitar la administracion de tratamiento antiviral a los que no lo precisaban.

5.J.2. Comparacion de las técnicas de diagnéstico para detectar la infeccién activa
por CMV

Se han utilizado las curvas de rendimiento diagnéstico (ROC) para: 1- analizar la
relacién entre la cuantificacion de la carga viral y la capacidad de cada prueba de
diagnéstico para discriminar la presencia de infeccion activa que se representa mediante
el area bajo la curva y 2- seleccionar el punto de corte optimo que corresponde a la
maxima sensibilidad y especificidad para cada prueba diagnostica.

Como se observa, todas las pruebas de diagnéstico de infeccidén activa presentan
un buen 4rea bajo la curva que oscila entre 0,78 para la deteccion de IgM y 0,90 para la
antigenemia encontrando un solapamiento entre los valores del intervalo de confianza,
aportando todas las técnicas en este sentido una buena capacidad de discriminacion de la
presencia de infeccion activa. Sin embargo, existen diferencias en cuanto al valor del
punto de corte discriminatorio de maxima sensibilidad y especificidad, destacando la
necesidad del cultivo de 590 copias / pg de ADN para detectar la presencia del virus. La
PCR nested en suero y la antigenemia requieren el mismo numero de copias para
discriminar la presencia de infeccion activa, 125 y 126 copias / pg de ADN
respectivamente por lo que se positivizan mas temprano que el cultivo y serian los
métodos de eleccion para decidir la instauracion del tratamiento antiviral y la
monitorizacion de la respuesta a dicho tratamiento cuando se carece de la PCR
cuantitativa. Si bien la deteccion de IgM especifica en nuestro estudio ha necesitado solo
51 copias / ug de ADN para hacerse positiva, el que no se haya detectado ésta podria

deberse a la terapia inmunosupresora.

151



5.J.3. PCR cuantitativa en el diagnéstico de la enfermedad por CMV

La PCR cuantitativa ha presentado buena capacidad de discriminacion entre
enfermos y sanos ya que el 4rea bajo la curva fue de 0,90 (I.C. al 95% entre 0,79-1,00) p
< 0,0001. El punto de corte 6ptimo de 380 copias de ADN-CMV corresponde a la
capacidad de la PCIi cuantitativa para discriminar enfermos y sanos. A pesar de que una
gran proporcién de muestras fue de pacientes que recibian ganciclovir, el punto de corte
de 380 copias de ADN-CMV present6 una sensibilidad de 93,3% (I.C. al 95%: 66,0 —
99,6%), especificidad del 85,5% (1.C. al 95%: 73,7-92,7%), VPP de 60,9% (1.C. al 95%:
38,8-79,5%) y VPN de 98,1% (I1.C. al 95%:88,8-99,9%). El hallazgo de que el 60,9% de
los pacientes con ADN-CMV detectable desarrollaron enfermedad es un dato a favor del
uso de la PCR cuantitativa como una técnica de diagndstico para monitorizar €l momento
de iniciar la "terapia guiada" de acuerdo con otros autores’®, teniendo en cuenta que los
valores de la carga viral habrian sido mas altos si los pacientes no hubieran sido tratados
con ganciclovir“.

Si bien la PCR cuantitativa ha mostrado ser una técnica adecuada para la deteccion
de la enfermedad por CMV, por su elevado coste y complejidad no esta al alcance de la
mayoria de los laboratorios. En los trasplantados renales, la Antigenemia por su
- simplicidad, bajo coste y su especificidad ha sido una buena herramienta de diagndstico
para predecir la infeccién activa por CMV en comparacién con los métodos moleculares
cualitativas (Van den Berg et al 1992, Halwachs et al 1993 y Murray et al 1997) y de
acuerdo con los resultados del presente estudio se podria utilizar para la monitorizaciéon
de la infeccion activa una vez detectada ésta por una técnica sensible como la PCR nested
en suero, por lo que se puede considerar como una alternativa cuando no se dispone de la

PCR cuantitativa.
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6. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos, las conclusiones que podemos extraer del

presente estudio son las siguientes:

1.- Las prevalencias en sangre y suero, de ADN de CMV, VEB y HVH-6 en enfermos
trasplantados renales, cuando al menos una muestra es positiva, son significativamente
mas elevadas que las prevalencias de ADN de los mismos virus en el grupo control (p <
0,001), lo que hace pensar que durante el proceso del trasplante renal disminuye la

vigilancia inmune frente a estos virus.

2.- En el total de muestras de suero, se han detectado diferencias estadisticamente
significativas entre las prevalencias de ADN de los 3 virus, a diferencia de las muestras

de sangre en que las prevalencias de ambos grupos fueron similares.

3.- Se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre las
prevalencias de estos virus en sangre y suero tanto en enfermos como en el grupo control.
Lo que hace pensar que la PCR nested en suero podria ser un marcador de infeccion

activa.

4-  Nilaedad ni el sexo han influenciado en las prevalencias de ADN obtenidos.
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5.- De los 3 virus herpes, HVH-6 es el que presenta una tendencia mas elevada para
la coinfeccion activa con un virus mas. La asociacion con CMV (78%) fue mas frecuente

que con VEB (22%).

6.- La infeccién activa por HHV6 precede a la de CMV en el 76,2% de las muestras.

7.- En la infeccién sintomatica por CMV se ha detectado el ADN en suero de HVH-6,
VEB o ambos a lo largo del periodo de seguimiento de los enfermos. Lo que hace pensar
que habria algin tipo de interaccién entre estos virus que implicaria la induccion y

desarrollo de la enfermedad por CMV.

8.- Hemos encontrado una diferencia estadisticamente significativa entre las

prevalencias detectadas por PCR nested e IgM especifica para CMV y VEB.

9.- La prevalencia de infeccién activa en los receptores seronegativos con donante
seropositivo fue del 75%. La técnica de eleccion en este grupo de pacientes seria la PCR

nested en sangre o suero ya que fue la técnica mas sensible para la deteccion de CMV.

10.- Para el diagndstico de infeccion activa por CMV, la PCR rested en suero fue la

técnica mas sensible detectando el 17,7%, 16,4% y 13,4% mas positividades que el

cultivo de shell vial, deteccion de IgM especifica y la Antigenemia respectivamente.

11.-  El cultivo de skell vial fue la técnica menos sensible en comparacion con la PCR

nested en suero.
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12.- La PCR nested en suero y la Antigenemia han sido las técnicas que han mostrado

mas concordancia (85,5%) para la deteccion de infeccion activa por CMV.

13.- La Antigenemia tiene una sensibilidad baja cuando se compara con la PCR nested

en suero y buen valor predictivo positivo en relacion con el cultivo.

14.-  Se confirma que las técnicas para la deteccion de infeccion activa, el cultivo, la
deteccion de IgM especifica, la Antigenemia y la PCR nested en suero presentan unos

valores altos de especificidad y valor predictivo negativo.

15.- Para la deteccion de enfermedad por CMV, la PCR nested en suero ha sido la
técnica mas sensible detectandose en el 100% de los enfermos y el cultivo la técnica que

presenté menor sensibilidad (46,4%).

16.- La mediana de la carga viral medida por la PCR cuantitativa en sangre fue
significativamente mas elevada en los pacientes con infeccién sintomatica que en los

asintomaticos.

17.- El valor del punto de corte discriminatorio de méxima sensibilidad y especificidad

para la PCR nested en suero y la Antigenemia fue similar para discriminar la presencia de

infeccion activa.

18.- La PCR cuantitativa presenta una buena capacidad de discriminacion entre

enfermos y sanos para el punto de corte Optimo de 380 copias de ADN-CMV.
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