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Abreviaturas y Acrénimos

1. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Aa

ACV

ADN

AG
alo-TPH
ATG

CDs

CDV
CMH-I
CMH-II
CMV (HHV-5)
CPA

CsA

CTL

D-

D+

DMSO
DNAemia

EIA
EICH
EICHa
ELISPOT
EOC

FOS

GCV
HHV-6

aminodacido(s)

aciclovir

acido desoxirribonucleico

antigenemia pp65

trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos
globulina antitimocitica

células dendriticas

cidofovir

complejo mayor de histocompatibilidad-I

complejo mayor de histocompatibilidad-II
citomegalovirus (herpesvirus humano-5)

célula(s) presentadora(s) de antigenos

ciclosporina A

linfocito T CD8* citotdxico

donante del injerto/trasplante seronegativo para CMV
donante del injerto/trasplante seropositivo para CMV
dimetilsulféxido

cantidad de ADN viral en sangre (DNA, del inglés
deoxyribonucleic acid)

enzimoinmunoanalisis

enfermedad del injerto contra el huésped
enfermedad del injerto contra el huésped aguda
enzimoinmunospot

enfermedad organica por CMV

foscarnet

ganciclovir

herpesvirus humano tipo 6
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antigenos leucocitarios humanos (del inglés, human

HLA leukocyte antigen)

[E-1 immediate-early protein 1 o proteina inmediato-precoz 1
de CMV

IE-2 immediate-early protein 2 o proteina inmediato-precoz 2
de CMV

IFN-I interferdn tipo I

IFNy interferén gamma

IgA inmunoglobulina(s) A

IgG inmunoglobulina(s) G

IgM inmunoglobulina(s) M

IL-1 interleuquina 1

IL-10 interleuquina 10

I\ intravenoso

KDa kiloDaltons

Kpb kilopares de bases

LT linfocitos T

Mabs anticuerpos monoclonales

MMF micofenolato de mofetilo

MO médula 6sea

MTX metotrexato

NK linfocitos T citoliticos naturales (natural killer)

PBL leucocitos polimorfonucleares de sangre periférica

PBS tampon fosfato salino (del inglés, phosphate buffered
saline)

PCR reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés,

polymerase chain reaction)
pp65 phosphoprotein 65 o fosfoproteina 65 de CMV
QRT-PCR PCR cuantitativa en tiempo real

R- receptor del injerto/trasplante seronegativo para CMV



Abreviaturas y Acrénimos

SCU

SP

T CD4+IFNy*
T CD8*IFNy+
TGI

Th

TNFa

TOS

TPH

ValGCV
VHS-1

VIH

VPN

VPP

receptor del injerto/trasplante seropositivo para CMV
sangre de cordén umbilical

sangre periférica

linfocitos T CD4+ productores de IFNy
linfocitos T CD8+* productores de IFNy
tracto gastrointestinal

linfocitos T CD4+ helper o cooperadores
factor de necrosis tumoral alfa

trasplante de 6rgano sélido

trasplante de precursores hematopoyéticos
valganciclovir

virus del herpes simple tipo 1

virus de la inmunodeficiencia humana
valor predictivo negativo

valor predictivo positivo












Prefacio

2. PRESENTACION

Esta tesis doctoral se presenta como compendio de publicaciones en
virtud del nuevo Reglamento sobre depdsito, evaluacién y defensa de la
tesis doctoral, aprobado en cumplimiento de lo que disponen el Real
Decreto 99/2011, de 28 de enero, por el que se regulan las ensefianzas
oficiales de doctorado, asi como el articulo 136 de los Estatutos de la
Universitat de Valencia; y teniendo en cuenta los requisitos expuestos en el
articulo 8 de dicho Reglamento, que deben ser satisfechos para llevar a cabo

el deposito de una tesis doctoral por compendio de articulos publicados.

Desde hace mas de 10 afios los Servicios de Microbiologia y
Parasitologia y de Hematologia y Oncologia Médica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia han investigado conjuntamente distintos aspectos
de la inmunobiologia de la infeccién por herpesvirus, especialmente
citomegalovirus, en el trasplante alogénico de precursores
hematopoyéticos, financiados por el Ministerio de Sanidad y Consumo,
Instituto de Salud Carlos III de Madrid (Proyectos FIS). Los cinco articulos
publicados en revistas internacionales que componen esta tesis doctoral
son derivados del trabajo realizado en el contexto de dos proyectos FIS: PI
06/1738, titulado “Reconstitucién de la inmunidad celular (T CD4* y T
CD8+*) frente al citomegalovirus en el paciente receptor de trasplante
alogénico de precursores hematopoyéticos”; y PS 09/01117, titulado
“Marcadores inmunoldgicos y genotipicos de proteccion frente al
citomegalovirus en el trasplante alogénico de precursores
hematopoyéticos. Aplicabilidad en el manejo terapéutico de la infeccion

activa virémica”.
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3. PREFACIO

La infeccion por el citomegalovirus humano (CMV) contintda siendo una
importante causa de morbilidad y mortalidad en el trasplante alogénico de
precursores hematopoyéticos (alo-TPH), particularmente en el
postrasplante precoz (primeros 100 dias) [Hebart y Einsele, 2004]. Con el
fin de prevenir el desarrollo de la enfermedad organica por CMV (EOC) se
utiliza una estrategia denominada tratamiento viral anticipado, por la cual
se administra el tratamiento antiviral s6lo a aquellos pacientes que
presentan viremias mayores a un nivel preestablecido. Esta estrategia es
eficaz en la prevencién de EOC, pero se asocia a sobretratamiento

[Avetisyan et al., 2007].

Existe la conviccion de que la monitorizacion virolégica e inmunoldgica
combinada permitiria individualizar los tratamientos anticipados,
reduciendo el nimero de pacientes tratados y probablemente la duracién
de los tratamientos pautados. No existen hasta el momento estudios clinicos

de suficiente tamafio muestral que prueben este extremo.

En este contexto, el presente trabajo se centra en el estudio preliminar
de una posible estrategia basada en la utilizacién conjunta de marcadores
viroldgicos e inmunolégicos, monitorizando a una cohorte de pacientes
receptores de alo-TPH atendida en nuestro centro y en centros con los que
colaboramos, con el fin Gltimo de mejorar la recuperacién post-trasplante y
la supervivencia de estos pacientes. Pretendemos igualmente poner a punto
una metodologia que pueda ser empleada de forma rutinaria para la
determinacidn, sobre todo, de los marcadores inmunolégicos, conscientes
de la dificultad que puede conllevar la instauracién de una estrategia que

incluya su analisis rutinario periddico.
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4. INTRODUCCION

4.1. El Citomegalovirus humano (CMV)

4.1.1. Generalidades, estructura y replicacion del CMV

El citomegalovirus humano (CMV), denominado Herpesvirus Humano 5
(HHV-5) por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, del
inglés International Committee on Taxonomy of Viruses), pertenece a la
subfamilia Betaherpesvirinae, familia Herpesviridae [Davison et al, 2009].
Los miembros de esta subfamilia se caracterizan de forma no exclusiva por
presentar un rango de hospedador restringido y un ciclo replicativo
relativamente largo [Roizman y Pellet, 2001]. E1 CMV es capaz de producir
infecciones liticas y/o persistentes en diversos tipos celulares, como
fibroblastos, células endoteliales, células dendriticas (CDs) o macréfagos
[Sinzger et al.,, 1995; Fish et al., 1998; Riegler et al, 2000; Jarvis y Nelson,
2002]. El CMV establece una infeccién latente estricta en precursores

mieloides CD34+ y células derivadas (mononucleares) [Sinclair, 2008].

Los viriones de la familia Herpesviridae presentan una arquitectura
comun (Figura 1), que se caracteriza tipicamente por incluir las siguientes
estructuras (enumeradas del interior al exterior de la particula: a) el core,

que contiene el genoma del virus, una molécula linear de ADN bicatenario

Membrana lipidica

Nucleocapside
ADNbo 4 o

Tegumento

Complejo de glicoproteinas

Figura 1. Dibujo (izquierda) e imagen de microscopia electrénica (derecha) en las que se muestran
las partes del virion caracteristicas de la familia Herpesviridae. Aqui se ha tomado como ejemplo
el viriéon del CMV.
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(~235 kpb); b) lanucleocapside icosadeltaédrica de aproximadamente 100-
110 nm de didmetro formada por 12 pentdmeros y 150 hexameros; c) el
tegumento, de aspecto amorfo y a veces asimétrico, que esta compuesto por
fosfoproteinas y rodea la capside; y d) la membrana, una bicapa lipidica
polimérfica que contiene insertados multiples complejos de glicoproteinas
del virus que actiian como receptores y mediadores de la entrada del virus
en las células que infectan [Roizmann et al, 1992; Liu y Zhou, 2007]. Los
viriones maduros del CMV son esféricos y miden entre 150 y 200 nm de

diametro.

La capside icosadeltaédrica de 100-110 nm contiene una molécula
linear de ADN bicatenario de aproximadamente 235 kpb, constituyendo el
genoma mas grande de todos los herpesvirus humanos -mas de un 50%
mayor que el del VHS-1-. La estructura del genoma del CMV es de la clase E
dentro de la clasificacion de los genomas de los herpesvirus (Figura 2), y
consiste en dos secuencias Unicas larga y corta (UL y US) flanqueadas por
repeticiones invertidas (TRL e IRL; TRS e IRS) [Weststrate et al, 1980;
Davison et al., 2003].

Clase Estructura del genoma Virus “"f"‘,"s
caracteristico
N — 1 HHV6y 7
B [III1T3 {1111 HHV-8
c  [IIIITE { [T T 1111 VEB
D [ 1 e BN | WZ
E [ } I | e N1 HCMV, WHS-1y 2
a TR, Up IR a* IRgUs TRg

Figura 2. Clases de genomas de los virus herpes humanos (no a escala) [Roizman y Pellet, 2001;
Davison y Bhella, 2007]. Las regiones tnicas se muestran como lineas horizontales y las
repeticiones como rectangulos. Las flechas muestran la orientacion de las repeticiones. En el
recuadro rojo se resalta la estructura caracteristica del genoma del HCMV y se detallan los
distintos segmentos (ver texto para explicacion).
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Ademads, se ha descrito una repeticiéon directa terminal denominada
“secuencia a”, existiendo una copia invertida de la misma “a” en medio del
genoma [Spaete y Mocarski, 1985; Tamashiro y Spector, 1986; Davison et
al., 2003] Las repeticiones del genoma facilitan la replicacién del genoma y
permiten que las secciones Uy y Usse inviertan independientemente una de

la otra dando lugar a 4 posibles isomeros.

En las células permisivas, la transcripcion del genoma virico en el
nucleo celular se realiza de forma secuencial en tres fases dando lugar a la
produccién de tres tipos de proteinas: i) precoces inmediatas (a),
implicadas en la regulacién de la transcripciéon genética y el control del
crecimiento de la célula [Spector, 1996; Castillo y Kowalik, 2002]; ii)
precoces (f3), que incluyen factores de transcripcién, moléculas que
participan en la evasion del sistema inmunitario [Del Val et al, 1989;
Mocarski, 2002] y enzimas, como la ADN polimerasa virica; y iii) tardias (y),
formadas principalmente por proteinas estructurales que aparecen tras el
inicio de la replicacion del genoma virico. El ciclo replicativo del CMV se

detalla a continuacién (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo replicativo del CMV (adaptado de [Crough y Khanna, 2009]).

Por su utilizacidn tanto en el diagnéstico virolégico de la infeccion
por CMV [Gerna et al., 1990; Locatelli et al., 1994; Grossi et al., 1995; Boeckh,
1999; Gerna et al, 2003] como en la monitorizacién de la respuesta
inmunolégica celular frente al CMV [Crough y Khanna, 2009], destacan dos
proteinas: la fosfoproteina pp65 y la proteina precoz-inmediata 1 o [E-1 (del
inglés, Immediate-Early protein 1). La proteina pp65 codificada por el gen
UL83 es la mas abundante del tegumento y en general de las particulas
viricas del CMV [Irmiere y Gibson, 1983; Baldick y Shenk, 1996; Streblow et
al, 2006]. Esta proteina presenta inmunogenicidad [Britt y Vugler, 1987] y
actiia como diana de la inmunidad humoral [Jahn et al, 1987; Landini et al,,
1990; Ohlin et al, 1995] y celular [Beninga et al,, 1995; Kern et al,, 2002],
siendo seglin algunos trabajos el antigeno mas importante para la respuesta
de las células T citotéxicas [McLaughlin-Taylor et al, 1994; Wills et al,
1996]. La proteina IE-1 de 72 kDa codificada por el gen UL123 es la proteina
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mas abundante durante la fase precoz-inmediata de la infeccién por el CMV
y su expresion (junto con la de IE-2) activa el ciclo replicativo virico tanto
en la infeccién aguda como en la reactivacién, mientras que se halla
restringida durante la infeccién latente [Meier y Stinski, 1996]. Se ha
demostrado que esta proteina es una de las dianas inmunodominantes del
CMV en la respuesta inmunitaria de los linfocitos T (LT) CD8* [Reddehase et
al, 1987; Borysiewicz et al, 1988; Gibson et al, 2004; Bunde et al., 2005;
Sylwester et al., 2005; Crough y Khanna, 2009].

4.1.2. Patogenia e inmunidad

La infecciéon por el CMV es frecuente en todas las poblaciones
humanas, si bien el porcentaje de individuos infectados es cada vez menor
en paises desarrollados, siendo actualmente del 40-60%, por lo que la
poblacién susceptible a la primoinfeccion se va incrementando [Zhang et al.,
1995; Mocarski y Courcelle, 2001; De Ory et al., 2004]. La adquisicién del
CMV se puede producir a través de la sangre, tejidos y la mayoria de
secreciones corporales en las que se excretan las particulas viricas durante
meses o afnos, como saliva, leche materna, secreciones vaginales, orina,
lagrimas, etc. Las vias congénita -tanto transplacentaria como peri y
postnatal, oral y sexual asi como las transfusiones sanguineas y trasplantes
constituyen las principales formas de transmisién del CMV [Mocarski y
Courcelle, 2001; Landolfo et al, 2003; Crough y Khanna, 2009]. En primera
instancia, el virus se replica productivamente en células epiteliales de los
tractos genitourinario, respiratorio o gastrointestinal alto (salvo en el caso
de la adquisicién por transfusién o trasplante), y posteriormente se
disemina por medio de la infeccidn de leucocitos y células endoteliales, que
permiten la persistencia del virus en el organismo. Asimismo, el virus
establece una fase de latencia en determinados tipos -celulares,

notablemente en células mieloides no diferenciadas (monocitos y
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progenitores de CDs) [Sinclair y Sissons, 2006; Sinclair, 2008]. Ademas de
la infeccion primaria que se produce en pacientes seronegativos, existen la
reinfeccién por cepas distintas y la reactivaciéon de la misma cepa de CMV
en los pacientes seropositivos (infecciéon recurrente) [Ljungman et al,

2002].

Durante la infeccién primaria por el CMV se ha visto que la
inmunidad innata juega un papel importante, sobre todo los linfocitos
“natural killer” o NK [Biron et al, 1989; Orange et al, 1995; Kuijpers et al,
2008], como demuestra la creciente descripcion de mecanismos que
presenta el CMV dirigidos a disminuir su funciéon defensiva frente a la
infeccion [Wilkinson et al, 2008]. Otras células que contribuyen al
reconocimiento primario y respuesta inmunitaria del CMV son las CDs y los
monocitos / macréfagos. Las CDs estimulan por un lado la activacién de las
células NK [Zitvogel, 2002] y por otro el inicio de la respuesta adaptativa
por medio de la presentacidn del antigeno a los linfocitos T CD4+y T CD8-,
ademas de ser los principales productores de los interferones (IFN)
antivirales de tipo I (a/B), que participan en el control efectivo de la
infecciéon por el CMV [Orange y Biron, 1996]. Los monocitos permiten la
propagacioén del virus por el organismo [Noda et al, 2006] y una vez en el
lugar de infeccion se pueden diferenciar en CDs y macroéfagos. Estos ultimos
son responsables de la produccién de citoquinas proinflamatorias (como
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleuquina 1 (IL-1)) que influyen
en el desarrollo de las respuestas inmunitarias innata y adaptativa, ademas
de producir también IFN de tipo I (IFN-I) y de sus funciones fagocitica y de
presentacion de antigeno a los LT [Hengel et al, 2000]. El reconocimiento
del CMV por los receptores “Toll-like”, expresados en CDs y macroéfagos
entre otras células, tiene un papel fundamental en la activacion de todos
estos mecanismos inmunitarios innatos [Compton et al., 2003; Boehme y

Compton, 2004; Tabeta et al., 2004].
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La infeccion primaria por CMV tiene como resultado de la respuesta
inmunitaria adaptativa humoral la produccion de IgMs, IgAs e IgGs frente al
CMV. Los anticuerpos neutralizantes estdn dirigidos frente a las
glucoproteinas de la envoltura virica del CMV: gB, indispensable en la
penetraciéon de las células por el virus y en la diseminacion célula-célula
[Britt et al, 1990; Navarro et al, 1993; Navarro et al, 1997]; gH, que
participa en la fusién de la envoltura virica y la membrana celular
[Rasmussen et al., 1991; Urban et al, 1996]; y el complejo gM/gN, cuya
presencia es requerida para la correcta modificacién y transporte de los
constituyentes viricos al compartimento de ensamblaje en las células
infectadas [Mach et al.,, 2000; Shimamura et al.,, 2006]. Sin embargo, su papel
protector frente a la infeccidn, reinfeccién o reactivaciéon es controvertido.
Hay evidencia de que la preexistencia de anticuerpos frente al CMV
disminuye la aparicién de sintomas o la gravedad de los mismos asi como la
viremia, como en el caso de la infecciéon congénita por CMV en hijos de
madres seropositivas [Fowler et al,, 1992; Fowler et al., 2003]. No obstante,
la presencia de anticuerpos neutralizantes no evita la existencia de infeccién
congénita por el CMV [Fowler et al., 1992; Ross et al.,, 2006], probablemente
debido a que los anticuerpos no protegen frente a la reinfeccién por cepas
distintas [Ross et al, 2010] o no controlan la reactivacién en la mujer

embarazada.

Finalmente, la respuesta adaptativa celular, con el protagonismo
indiscutible de los linfocitos T CD8* citotoxicos (CTL), es la que consigue la
resolucién de la primoinfeccion por el CMV. El desarrollo y la mejora de las
técnicas para el estudio de las poblaciones linfocitarias y su funcionalidad,
notablemente de la citometria de flujo multiparamétrica y de la tincién
intracelular de citoquinas, ha permitido caracterizar mejor la respuesta
inmunitaria celular subsecuente a la infeccién por CMV. El estudio de la
respuesta celular T CD8*y CD4+ frente a diversos antigenos de origen virico

concluye en varios estudios que las proteinas virales pp65 e IE-1 suscitan
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una respuesta especifica en un elevado niimero de individuos [Reddehase
et al, 1987; Borysiewicz et al., 1988; Beninga et al.,, 1995; Boppana y Britt,
1996; Kern et al.,, 2002; Gibson et al.,, 2004; Bunde et al.,, 2005; Sylwester et
al., 2005], de ahi que sean las mas utilizadas para el estudio de la respuesta
inmunitaria frente a este virus (como ya se coment6 previamente). La
funcién de los CTL en el control de la infeccién por CMV ha sido
ampliamente demostrada [Borysiewicz et al., 1983; Reddehase et al., 1987],
siendo caracteristico el incremento de la enfermedad por CMV en
individuos con déficit o deplecién de CTLs tanto en modelo animal como en
humanos [Mutter et al., 1988; Reusser et al., 1991]. Los CTLs junto con los
NKs son los encargados de eliminar las células infectadas por el CMV via
citolisis mediada por granzimas y perforina [Riera et al, 2000]. Una vez
superada la infeccién primaria, se ha visto que la proporcidon de linfocitos T
CD8* de memoria especificos frente al CMV en sangre periférica (SP)
permanece elevada en individuos sanos [Gillespie et al., 2000], y que incluso
aumenta con la edad [Khan et al., 2002], lo que refleja un estado de portador
a largo plazo con posibles reactivaciones peridédicas del virus que llevan a
una estimulacién “mantenida” de la respuesta de células T. La participacién
de los linfocitos T CD4+ en el control de la infeccion por CMV y su papel
fundamental también ha sido ampliamente probado, sobre todo en
individuos con una funciéon disminuida de los mismos [Jonjic et al, 1989;
Walter et al, 1995; Gamadia et al, 2003; Tu et al, 2004]. En la respuesta
primaria, los linfocitos Th CD4+ efectores estimulados por el CMV secretan
IFNy y TNFa para dirigir una respuesta inmunitaria tipo Th1 [Rentenaar et
al., 2000; Gamadia et al., 2004], aunque hay estudios que también le otorgan
un papel efector directo sobre las células infectadas por el CMV [Gamadia et
al, 2004]. Al igual que sucede con los linfocitos T CD8*, los fenotipos
funcionales de linfocitos T CD4+ encontrados en SP de adultos sanos son

consistentes con una respuesta “mantenida” frente a reactivaciones
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periddicas del CMV [Rentenaar et al, 2000]. A continuacién, se resume la

respuesta inmunitaria frente al CMV (Figura 4).

Células
endot&ilm Neutralizacion viral
Ceélulas T

Células T @ HinfocxsaB S/
activadas JCJlnlisls A .
C@e s %’
Citélisis\ O F"'“"
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activadas 2 dendriticas
Expresion génica viral restringida
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activadas

Figura 4. Respuesta inmunitaria frente al CMV (adaptado de [Crough y Khanna, 2009]). A: la
primoinfeccién comienza tipicamente por la replicacién del virus en el epitelio mucoso. B: desde
el foco, el virus se disemina por medio de monocitos, donde ademas es capaz de permanecer en
estado de latencia. C: las particulas viricas son procesadas por células presentadoras de antigeno
(macrofagos / CDs), que estimulan a las células T. D: Ademas, las CDs secretan IFN-I e
interleuquinas que estimulan la respuesta inmunitaria innata, notablemente a los NKs. E: los
linfocitos T (sobre todo CTLs) y los NKs eliminan las células infectadas por citolisis. Los linfocitos
Th CD4+y los NK secretan IFNy y TNFa entre otros para incrementar la respuesta inflamatoria /
inmunitaria. EL IFNy aumenta la produccién de TNFa por los macroéfagos. F: los linfocitos B
activados por los Th producen anticuerpos neutralizantes que ayudan a controlar las particulas
viricas extracelulares.

Una vez controlada la infeccién primaria, el CMV permanece en un
estado latente, especialmente en células mieloides no diferenciadas
(monocitos y progenitores de CDs) [Sinclair y Sissons, 2006; Sinclair, 2008];
si bien se ha visto que en estas células los genes IE que inician el ciclo litico
del virus estan reprimidos, y que su expresiéon es dependiente de la
diferenciacion celular a macréfagos y/o CDs [Taylor-Wiedeman et al., 1994;

Soderberg-Naucler et al., 1997; Riegler et al., 2000; Reeves et al., 2005]. Otro

27




Tesis Doctoral

tipo celular en el que parece que el CMV podria establecer un estado de
latencia son las células endoteliales; esto explicaria los diferentes 6rganos
en los que se detecta latencia y recurrencia (Reddehase, 1994). Existen
diferentes hipdtesis para explicar el estado de portador a largo plazo de
CMV en diferentes 6rganos: por un lado, hay indicios de que puede
permanecer en un estado de baja replicacién (persistencia), como en
glandulas salivares en determinadas condiciones [Jonjic et al.,, 1989]; y por
otro, hay estudios en los que entra en un estado de verdadera latencia, como
en pulmén, higado o bazo, durante el cual se producen reactivaciones
intermitentes [Reddehase et al, 1994]. Ademas, segun este Ultimo estudio
realizado en modelo murino, la reactivacidn se produce indistintamente e
independientemente en diferentes tejidos, y parece que esta localizacién
depende de la carga viral en cada uno de estos érganos en el momento de la
primoinfeccién. No se conocen con exactitud los fenémenos que llevan a la
reactivaciéon del virus, pero hay varios factores que parecen estar
relacionados, como la inmunosupresién, la inflamacién, la infeccién o el
estrés [Prosch et al,, 2000; Hummel et al, 2001; Hummel y Abecassis, 2002].
En muchos de estos casos -si no en todos-, el incremento de citoquinas
proinflamatorias, notablemente TNFq, parece estar relacionado con el inicio
de la expresion de los genes IE que daran lugar a la reactivacion [Prosch et

al, 2000; Hummel et al., 2001; Hummel y Abecassis, 2002].

La persistencia del CMV en su hospedador se debe a la induccion del
estado de latencia y su replicaciéon en lugares anatémicos privilegiados,
como lo son las células epiteliales de las glandulas salivares, pero también a
su capacidad de evadir la respuesta inmunitaria por medio de la expresion
de genes que interfieren con su funcién. Asi, se han descrito genes viricos
que disminuyen la presentacion de antigenos por medio de las moléculas
del CMH-Iy II, empeorando de esta forma el reconocimiento de las células
infectadas por los linfocitos T CD8* y del antigeno viral por los T CD4+,

respectivamente [Mocarski, 2002; Mocarski, 2004]. También se ha descrito
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una proteina codificada por el CMV que aumenta la expresion de antigeno
leucocitario humano E (HLA-E) unido a CMH-I, un inhibidor del
reconocimiento por los linfocitos NK [Tomasec et al., 2000; Mocarski, 2002;
Mocarski, 2004]. Se ha visto que el CMV también es capaz de modular
quimiocinas en el foco de infeccién y de producir homoélogos de citoquinas,
como la IL-10, para su propio beneficio [Bodaghi et al, 1998; Mocarski,
2002]. Y por ultimo, el CMV codifica proteinas que detienen la apoptosis de

las células infectadas [Mocarski, 2002].

4.2. CMV en el receptor de trasplante alogénico de
precursores hematopoyéticos (alo-TPH)

4.2.1. Aspectos clinicos de la infeccién por el CMV en el
receptor de alo-TPH

En el paciente receptor de alo-TPH, el CMV representa una
complicaciéon importante post-trasplante debido a la inmunosupresion a
que se somete a estos pacientes. En los pacientes receptores de alo-TPH es
mas frecuente la infeccion activa por CMV debida a la reactivacion que a la
infecciéon primaria (a diferencia de lo que sucede en el receptor de
trasplante de 6rgano sélido (TOS)). Los sindromes clinicos por CMV en el
receptor de alo-TPH incluyen el llamado “sindrome por CMV” que se
caracteriza por la presencia de fiebre y leucopenia sin hallazgos especificos,
ademas de la afectacion de casi cualquier 6rgano, siendo mas frecuentes en
estos pacientes la neumonitis y la enfermedad gastrointestinal (esofagitis,
enterocolitis), seguidos de retinitis y encefalitis [Sissons y Carmichael,
2002; Boeckh et al, 2003; Boppana y Britt, 2013]. Llegados a este punto,
cabe diferenciar entre “infecciéon” y “enfermedad” por el CMV. La infecciéon
por CMV se define como el aislamiento del virus o la deteccién de sus

proteinas o acidos nucleicos en cualquier muestra de tejido o fluido
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organico; mientras que la enfermedad organica por CMV (EOC) implica la
presencia de signos clinicos y sintomas junto con la deteccion del virus en el
organo afectado [Ljungman et al, 2002]. Para el diagnoéstico certero de EOC
es necesaria la deteccién virica por medio de cultivo o técnicas histoldgicas
en una muestra de tejido del 6rgano afectado, excepto en el caso de retinitis,
en que la valoracion de las lesiones tipicas por un oftalmdlogo es suficiente,
y en el caso de encefalitis, en que la deteccién por PCR es valida [Ljungman

etal, 2002].

En los primeros 100 dias post-trasplante, la neumonia intersticial es
la complicacién mas frecuente y grave por CMV en los pacientes receptores
de alo-TPH debido a su alta mortalidad, siendo de 60-80% en pacientes no
tratados y del 50-60% en pacientes tratados con antivirales especificos
[Sissons y Carmichael, 2002; Gandhi y Khanna, 2004; Seo y Boeckh, 2013].
Esta neumonitis presenta con frecuencia un patrén intersticial mas que
alveolar, y en raras ocasiones se puede observar la presencia de nédulos en
la radiografia de térax. La infiltracion intersticial se acompafia en los casos
graves de fiebre, tos improductiva y disnea que progresa a hipoxia y fallo
respiratorio. Este cuadro suele tener un inicio rapido con aparicion de
problemas respiratorios en menos de dos semanas [Sissons y Carmichael,
2002; Gandhi y Khanna, 2004; Crumpacker y Wadhwa, 2007]. Su
diagnéstico requiere la deteccién tinica de CMV en lavado broncoalveolar o
biopsia pulmonar por cultivo o histologia [Ljungman et al, 2002]. En este
mismo periodo post-trasplante (<100 dias) es cuando se suelen producir
también las complicaciones en el tracto gastrointestinal (TGI) por CMV, que
pueden producirse desde el esdfago al recto. La esofagitis cursa con
odinofagia, gastritis nauseosa y/o dolor epigastrico y la colitis con dolor
abdominal, diarrea y hematoquecia. El diagnodstico requiere de la
presentaciéon de sintomas junto con la demostraciéon de lesiones en la
mucosa por endoscopia y la deteccion del CMV en una biopsia. Las lesiones

endoscdpicas son variables [Ljungman et al, 2002].
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Antes de la introduccién de la terapia antiviral con ganciclovir
(GCV), la mayoria de complicaciones por CMV se producia en el periodo
entre el prendimiento del injerto y el dia 100 post-trasplante con algunos
casos esporadicos antes del prendimiento. Si bien, se ha visto que la
introduccién del tratamiento especifico frente al CMV en el periodo
inmediato post-trasplante ha hecho disminuir la incidencia de las
complicaciones tempranas por CMV a valores entre el 3 y el6%, pero que ha
disparado la aparicién de complicaciones tardias (>100 dias post-
trasplante) hasta casi el 18% [Boeckh et al, 2003]. La enfermedad tardia
por CMV normalmente se manifiesta igual que la temprana, pero con mayor
ocurrencia de retinitis y encefalitis. La retinitis por CMV en pacientes
receptores de alo-TPH es una complicacién rara y de aparicién tardia. Los
sintomas mas frecuentes son la pérdida de la agudeza visual y la vision
borrosa, que normalmente se producen bilateralmente. Para evitar la
ceguera, el diagnostico debe realizarse rapidamente por un oftalmélogo que
confirme la presencia de retinitis necrotizante con o sin hemorragia [Crippa
et al, 2001; Seo y Boeckh, 2013]. Por ultimo, la encefalitis por CMV, que
también es un fenémeno poco habitual en el receptor de alo-TPH, suele
producirse de forma tardia y se relaciona con cepas mutantes resistentes al

tratamiento antiviral [Wolf et al., 2003].

4.2.2. Factores de riesgo para la infeccion activa y
enfermedad por el CMV en el receptor de alo-TPH

El estado seroldgico frente al CMV de donante y receptor parece
influir en la probabilidad de desarrollo de infeccién activa y enfermedad por
CMV post-trasplante. Asi, se estima que un 30% de los receptores
seronegativos antes del trasplante desarrollan una primoinfeccién cuando
el donante es seropositivo (situacién D+/R-); mientras que el 80% de

receptores seropositivos (D-/R+ y D+/R+) previamente sufrirdn una
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reactivacion post-trasplante [Ljungman, 2007]. De hecho, la seropositividad
del receptor parece ser un factor de riesgo de mortalidad en el alo-TPH
[Ljungman et al, 1998; Broers et al., 2000; Boeckh et al,, 2003; Ljungman et
al., 2003; Boeckh y Nichols, 2004; Ljungman, 2007] y se ha sugerido que en
estos casos, la seropositividad del donante mejora la evolucién del receptor
[Ljungman et al, 2003]. Cuando tanto el receptor como el donante son
seronegativos (D-/R-) el riesgo de enfermedad por CMV es muy bajo (1-3%)
y s6lo puede producirse por trasfusion sanguinea positiva o contacto con

individuos seropositivos que eliminan el virus [Boeckh et al., 2003].

Aparte del estado serologico frente al CMV de donante y receptor,
otros factores de riesgo asociados con la infecciéon por CMV en el receptor
de alo-TPH son: la edad del paciente, la fuente de precursores
hematopoyéticos, el grado de disparidad de HLA entre donante y receptor,
la utilizaciéon de injertos con deplecion de células T o anticuerpos anti-
células T, el régimen de acondicionamiento, la inmunosupresién post-
trasplante, el tiempo de prendimiento del injerto y la profilaxis para evitar
la enfermedad del injerto contra el huésped aguda (EICHa). La edad
avanzada es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad por CMV
y muerte relacionada con el trasplante [Ljungman et al, 1998]. También se
ha visto que los pacientes receptores de alo-TPH con incompatibilidad HLA
o de donantes no emparentados presentan un mayor riesgo de infeccién
activa por CMVy muerte que los que presentan identidad de HLA [Ljungman
et al, 1998]. En cuanto al origen de los progenitores hematopoyéticos,
existen estudios contradictorios sobre si el riesgo es mayor para el
trasplante de médula 6sea (MO) o para el de sangre periférica (SP), si bien
hay coincidencia en que la deplecién de células T o la seleccién positiva de
CD31 predispone a la infeccién activa por CMV [Boeckh et al, 2003].
Asimismo, parece que el trasplante a partir de sangre de cordén umbilical

(SCU) también incrementa el riesgo de infeccién debido al enlentecimiento
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en larecuperacién de la funcién de las células T post-trasplante [Komanduri

etal, 2007].

En general, los regimenes de acondicionamiento mieloablativos se
relacionan con mayores cargas virales de CMV que los no-mieloablativos,
pero a largo plazo parece que la incidencia de enfermedad por CMV es
similar con ambos regimenes [Boeckh et al, 2003]. Sin embargo, la
utilizacién de ciertos compuestos como alemtuzumab (anticuerpos
monoclonales (mAb) anti-CD51*) o rituximab (mAb anti-CD20*) en
acondicionamientos no-mieloablativos, como tratamiento inmunosupresor
en la profilaxis de la enfermedad del injerto contra el huésped (EICH) o
como tratamiento quimioterapico en algunos linfomas si que parece
predisponer a la reactivacion y enfermedad por CMV [Chakrabarti et al,
2002; Lee et al, 2008]. Igualmente, la inmunosupresién post-trasplante
para tratar la EICH con altas dosis de corticosteroides, micofenolato de
mofetilo (MMF) o globulina antitimocitica (ATG) también se consideran de
elevado riesgo para el desarrollo de enfermedad por CMV en este contexto
[Boeckh et al,, 2003]. Ademas, se ha determinado que la EICH es el mayor
factor de riesgo post-trasplante para la infeccién activa y enfermedad por
CMV [Ljungman et al, 2006]. La EICHa se relaciona con el incremento de la
reactivacion, de la carga viral y de la enfermedad por CMV [Nichols et al,
2001; Ljungman et al.,, 2006]. La EICH crénica es un factor de riesgo de la
enfermedad tardia por CMV [Einsele et al, 2000]. Todos estos factores
contribuyen al empeoramiento de la respuesta inmunitaria en estos
pacientes, lo que se correlaciona con el aumento de la carga viral del CMV y
esta a su vez parece estar relacionada con el desarrollo de enfermedad por

CMV [Emery et al.,, 2000; Boeckh et al., 2003].
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4.2.3. Técnicas diagndsticas empleadas en la deteccién de
la infeccidn activa por CMV

La determinacién de anticuerpos especificos frente al CMV suele ser
la primera aproximacién al diagndstico de la infecciéon por CMV. De esta
forma se puede conocer el estado serolégico de los individuos, que, como se
ha visto, tiene importancia entre otros en el contexto del alo-TPH. Para ello,
se han desarrollado varias pruebas de enzimoinmunoanadlisis (EIA) que
permiten la deteccidn de IgMs e IgGs frente al CMV, siendo el inmunoensayo
quimioluminiscente indirecto el método mas extendido actualmente entre
las plataformas comerciales de serologia, empleando en su mayoria un
lisado de células infectadas por el CMV como fase soélida. En la
primoinfeccion por CMV, las IgMs suelen aparecer antes de las IgGs,
alcanzando una fase estacionaria o “plateau” en el primer mes tras la
adquisiciéon del virus, y posteriormente disminuyen lentamente en los
siguientes 3 a 6 meses [Nielsen et al, 1988]. Existe una gran variabilidad
individual: se ha visto que hay pacientes en los que las IgMs desaparecen
rapidamente mientras que en otros persisten un periodo de tiempo mucho
mas prolongado [Griffiths et al,, 1982; Nielsen et al, 1988; Revello et al,
2002; Revello y Gerna, 2002]. El problema de las IgMs es que pueden dar
fallos de especificidad, notablemente debido a falsas reactividades por la
presencia del factor reumatoide o IgGs competitivas o por reactividad
cruzada o estimulacién policlonal durante otras infecciones virales, si bien
algunos se han minimizado por el empleo de EIAs de captura, la pre-
adsorcion de los sueros con anticuerpos anti-IgG humana o la incorporacién
de antigeno control [Revello y Gerna, 2002]. Ademas, las IgMs también
pueden aparecer en infecciones recurrentes por el CMV [Nielsen et al., 1988;
Kraat et al., 1996], dificultando todavia mas el uso de este parametro para
determinar la fase infecciosa frente al CMV en que se encuentra un paciente.
Para diagnosticar con precisiéon la primoinfeccién, la mejor opcién es

detectar la seroconversion de IgGs. Las IgGs frente al CMV aparecen después
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de las IgMs y perduran toda la vida, por lo que la forma rapida de dilucidar
si un individuo es susceptible o no a la primoinfecciéon es determinar la
presencia / ausencia de estas IgGs. La avidez de las IgGs también se ha
empleado para diferenciar entre primoinfecciéon e infecciéon no reciente
[Lazzarotto et al, 1997], aunque la comparaciéon de diferentes Kkits
comerciales muestra una elevada variabilidad en los resultados [Revello et

al, 2010].

En el paciente inmunodeprimido, se ha visto que existe una
correlacion entre la cantidad de virus en sangre con la replicacion viral y la
probabilidad de desarrollo de enfermedad por CMV [Grossi et al, 1995;
Emery et al, 2000]. Varios estudios determinaron que los leucocitos
polimorfonucleares de sangre periférica (PBLs, del inglés peripheral blood
leukocytes) eran las células mas frecuentemente portadoras del virus
durante las fases de infeccién activa por el CMV [Dankner et al., 1990; Gerna
etal, 1992], por lo que se inicid su utilizacidn para diagnosticar la infeccién
sistémica por CMV. Para la deteccion del virus existen varias posibilidades.
En primer lugar, se emple6 el cultivo celular, que, con las mejoras derivadas
de la incorporacidn del shell-vial con lineas de fibroblastos humanos y la
tincién con mAbs fluorescentes dirigidos frente a proteinas especificas del
virus (p72/1IE-1), permitieron realizar la deteccién de la infeccién por CMV
en 24-48 horas tras la inoculacién de una muestra [Gleaves et al., 1984;
Gleaves et al., 1985; Shuster et al.,, 1985; Gerna et al, 1990; Gerna et al.,
2003]. Esto di6 lugar a la primera aproximacion para la cuantificacion de
CMV en sangre, la viremia, que se realizaba por medio de la inoculacién de
fibroblastos humanos en shell-vial con un volumen conocido de PBLs
obtenidos de muestras de sangre de pacientes, basdndose en la premisa de
que un PBL infectado, infectaba a su vez un fibroblasto en el cultivo, y el

numero de células infectadas se obtenia por tincién de la monocapa de
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fibroblastos con mAbs fluorescentes frente a p72/1E-1 [Gerna et al.,, 1990].
Esta técnica esta en desuso por su baja sensibilidad, el tiempo requerido
para llevarlo a cabo y la pérdida de viabilidad en muestras almacenadas

[Boeckh y Boivin, 1998].

El descubrimiento de que la proteina pp65 del CMV era la mas
abundante en los nucleos de los PBLs en pacientes inmunodeprimidos
virémicos [Revello et al, 1992], junto con la posibilidad de detectar su
presencia por medio de mAbs fluorescentes, llevd a la descripciéon del
ensayo de la antigenemia pp65 (AG), que tras su perfeccionamiento y
estandarizacion, ha resultado el método mas ampliamente utilizado para el
diagnéstico de la infeccién activa por CMV [Gerna et al, 1992; Gerna et al,
1998]. Los valores altos de AG se correlacionan con la evolucidon a
enfermedad organica por CMV. La AG se ha extendido para la vigilancia y
monitorizacion de la infeccién activa por el CMV en receptores de trasplante
[Locatelli et al,, 1994; Grossi et al.,, 1995; Boeckh, 1999]. Las desventajas de
esta técnica son la necesidad de que las muestras se procesen rapidamente,
el nimero limitado de muestras que se pueden procesar simultdneamente
y la subjetividad en la lectura del resultado [Boeckh y Boivin, 1998;
Razonable et al,, 2002]

Por ultimo se encuentran las técnicas basadas en la deteccion del
genoma del virus, notablemente por PCR en tiempo real (QRT-PCR), que
permite la cuantificacién del ADN del virus en diferentes muestras, como
plasma o sangre total (en estos casos, hablaremos de DNAemia) [Boeckh y
Boivin, 1998; Humar et al, 1999; Emery et al, 2000; Gimeno et al, 2008].
Esta técnica se ha extendido mds recientemente y presenta varias ventajas
con respecto a la AG para la monitorizacion de la infeccion activa, que se
comentaran mas adelante. La PCR también se ha empleado parala deteccién
del genoma del virus en localizaciones organicas, si bien hasta la fecha

Unicamente se acepta su positividad para el diagndstico de la encefalitis
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[Ljungman et al., 2002]. Su elevada sensibilidad y valor predictivo negativo
(VPN), hacen que tenga utilidad para descartar la enfermedad por CMV.
Pero son necesarios mas estudios para determinar cdmo utilizarla para
discernir el desarrollo de enfermedad, puesto que a nivel local se producen

reactivaciones asintomaticas del CMV tras el trasplante.

Como ya se comenté previamente, para llevar a cabo el diagnéstico
de la mayoria de enfermedades organicas por CMV, y notablemente de las
dos mas frecuentes en el receptor de alo-TPH, la neumonitis y la afectaciéon
del TGI, se tiene que demostrar la presencia del virus por cultivo de biopsia
o muestra del érgano afectado, que actualmente se realiza en shell-vial
como se ha descrito ya para la viremia, o por medio de técnicas histolégicas.
Este Gltimo se puede llevar a cabo por medio de la deteccidn de inclusiones
nucleares tipicas del CMV, denominadas en “ojo de bitho” en muestras de
tejido, hallazgo muy especifico pero poco sensible para el diagndstico de la
enfermedad invasiva por CMV. Por ello, se prefiere emplear tinciones
inmunohistoquimicas o hibridacién in situ para detectar antigenos de CMV

[Ljungman et al.,, 2002].

4.2.4. Estrategias para el tratamiento antiviral frente al
CMV

Actualmente hay tres fArmacos comercializados para el tratamiento
sistémico de la enfermedad por CMV: ganciclovir (GCV) / valganciclovir
(valGCV), cidofovir (CDV) y foscarnet (FOS). Los tres tienen como diana la
ADN polimerasa virica pUL54. El GCV fue el primer farmaco aprobado para
este fin, y sigue siendo el farmaco de primera linea para el tratamiento de la
infeccion activa por CMV en el receptor de trasplante [Biron, 2006]. Es un

analogo del nucléosido guanosina que para ser funcional debe ser
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transformado a GCV trifosfato, para lo cual en primer lugar es
monofosforilado por la protein-kinasa virica pUL97, seguido de su
conversion a la forma trifosforilada por kinasas celulares. Esto explica que
su accién se realice preferentemente en células infectadas por el virus. El
efecto adverso mas relevante de este farmaco es la mielotoxicidad que da
lugar a leucopenia, trombocitopenia, anemia o hipoplasia de la MO. E1 GCV
tiene una baja biodisponibilidad oral, porlo que su uso es preferencialmente
intravenoso (IV). El valGCV es un profirmaco del GCV que puede
administrarse de forma oral, y que es transformado en GCV en la pared
intestinal e higado. Se han descrito mutaciones tanto en UL54 como en UL97
que confieren resistencia al GCV [Lurain y Chou, 2010]. E1 CDV es un analogo
del nucledsido citosina que es fosforilado inicamente por kinasas celulares
para ser activo. Se trata de un antiviral de amplio espectro, ttil frente a otros
herpesvirus y otros virus ADN. Est4 aprobado para su uso en retinitis en
pacientes VIH+ y se puede utilizar como tratamiento de segunda linea en
paciente trasplantado infectado por cepas resistentes a GCV, FOS o ambos
[Ljungman et al., 2001]. Su principal efecto adverso es la nefrotoxicidad
grave. El FOS es un analogo del pirofosfonato y ha demostrado una eficacia
similar al GCV en el tratamiento anticipado de la infeccién por CMV [Reusser
etal., 2002]; pero su principal efecto adverso, la nefrotoxicidad, hace que se
prefiera utilizar GCV. Se considera un fiarmaco de segunda linea para el
tratamiento de la infecciéon por CMV, si bien se prefiere al CDV para el
tratamiento de cepas resistentes a GCV o para pacientes que no pueden
seguir el tratamiento con GCV por su mielotoxicidad [Biron, 2006]. Dado
que CDV y FOS no dependen de la kinasa pUL97, sélo aparece resistencia a
estos farmacos en cepas que presentan mutaciones en UL54; se han descrito
mutaciones puntuales en este gen que dan lugar a resistencia cruzada entre
FOS y GCV, GCVy CDV e incluso mutaciones que disminuyen la actividad de

los tres fArmacos simultdneamente [Lurain y Chou, 2010].
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El aciclovir (ACV) es un andlogo de la 2’-desoxiguanosina, que
funciona de forma similar al GCV, pero que posee menor potencia frente al
CMV que GCV. Asi mismo, tanto las mutaciones que afectan a pUL97 y pUL54
pueden conferir resistencia al mismo. También existe un profarmaco del
ACV, el valaciclovir (valACV), que se puede administrar por via oral. La
utilizacién de ACV o su profarmaco para la profilaxis de la reactivacion del
VHS en el contexto del trasplante (sobre todo de 6rgano sélido (TOS)) se ha
visto que también es capaz de disminuir la incidencia de infeccién activa por
el CMV [Fiddian et al, 2002]. Aunque no presenta potencia suficiente para
ser utilizado en el tratamiento de enfermedad por CMV, el ACV/valACV se
ha aprobado en varios paises para ser utilizado en la profilaxis de la

infecciéon por CMV en el TOS [Biron, 2006].

Para prevenir la infeccién primaria por CMV en receptores de alo-
TPH seronegativos, es preferible que el donante sea también seronegativo
(D-/R-). En este caso (D-/R-), para evitar la primoinfeccién por medio de
productos sanguineos, estos deben provenir preferentemente de pacientes
seronegativos, o deben ser sometidos a deplecién de leucocitos por aféresis
o filtracion. Si bien, no suele ser facil encontrar un donante compatible
seronegativo, por lo que en dicho caso (D+/R-), el receptor del trasplante
debera ser monitorizado por presentar alto riesgo de infeccién por CMV

[Boeckh, 1999].

Las dos estrategias que se pueden emplear para prevenir la
infeccion activa por el CMV en pacientes receptores de trasplante son la
profilaxis y el tratamiento anticipado (pre-emptive). La primera estrategia,
definida como “profilaxis universal”, consiste en la administracién de un
antiviral a todos los pacientes durante aproximadamente los primeros tres
meses post-trasplante. Esta profilaxis idealmente deberia producir los
minimos efectos adversos posibles, sin embargo, con los farmacos

disponibles, esto no es asi. Se ha visto que el empleo profilactico peri- y post-
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trasplante de altas dosis de ACV o valACV, cuya seguridad es mayor que la
del GCV, reduce el riesgo de infecciéon por CMV en el paciente receptor de
alo-TPH [Prentice et al., 1997; Ljungman et al, 2002]. La profilaxis con GCV
también ha sido estudiada en el receptor de alo-TPH [Goodrich et al, 1993;
Boeckh et al, 1996], pero si bien se demuestra una disminucién de la
infeccion y enfermedad por CMV en el periodo post-trasplante, a largo plazo
no mejora la mortalidad de los pacientes, seguramente debido a la
neutropenia derivada de su uso. Otro tipo de abordaje profilactico seria la
utilizacién de inmunoglobulina profilactica especifica frente al CMV, pero
ésta no ha probado ser de mucha utilidad para prevenir la infeccién
primaria por CMV en el paciente seronegativo y un meta-analisis reciente
concluye que su uso profilactico no aporta ningin beneficio en el contexto
del TPH [Bowden et al.,, 1991; Raanani et al.,, 2009]. Actualmente parece que
la profilaxis antiviral en el alo-TPH no es la opcién generalizada para evitar
la infeccion por CMV, aunque en pacientes de alto riesgo por su elevado
grado de inmunosupresion si que se esta empleando el régimen profilactico

de ACV/valACV.

Dada la toxicidad de los farmacos existentes para el tratamiento del
CMV, la estrategia mas extendida para la prevencién de la enfermedad por
CMV es la terapia anticipada, que consiste en la utilizacion de ciclos cortos
de tratamiento antiviral, basidndose en la demostracién de replicacion viral
activa o durante periodos de intensa inmunosupresion. La condicién en la
que se basa el tratamiento anticipado es en que la carga viral sanguinea del
CMV predice la aparicion de enfermedad asociada [Emery et al., 2000]. Para
que esta estrategia funcione bien, se debe utilizar un marcador sensible y
fiable para la deteccién temprana del CMV, que permita la obtencién de
resultados rapidamente; ademas, es importante una monitorizacion
frecuente de los pacientes, de al menos una vez por semana [Boeckh et al,,
2003]. Se han empleado como marcadores la viremia, que esta en desuso

por su baja sensibilidad [Boeckh y Boivin, 1998]; la antigenemia pp65 (AG),
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que es la mas extendida, y la DNAemia, que esta en auge. Para el inicio del
tratamiento antiviral en la monitorizacién por AG, se emplea normalmente
la positividad de pocas células, entre 1-2 células pp65+ /200 000 PBLs, y en
diversos estudios se ha probado la utilidad para disminuir la enfermedad
organica por CMV [Locatelli et al,, 1994; Boeckh et al.,, 1996]. Sin embargo,
en algunos casos la AG no se correlaciona con la carga viral en sangre [Gerna
et al, 1998] o no puede llevarse a cabo por la falta de PBLs debida a la
neutropenia de los pacientes [Razonable et al., 2002]. Otro problema que se
ha descrito es el incremento paradéjico de los valores de AG al inicio del
tratamiento con GCV, que puede suceder independientemente de la
replicacién viral, pudiendo incitar a un cambio “erréneo” de tratamiento

[Gerna et al., 1998].

Por ello, estd habiendo un cambio hacia la utilizacion de la DNAemia
en la monitorizaciéon de la infeccion activa por CMV en los pacientes
receptores de trasplante. Varios estudios comparativos entre la DNAemia y
la AG han sido publicados [Einsele et al., 1995; Boeckh et al., 1997; Lilleri et
al, 2007; Gerna et al, 2008; Gimeno et al, 2008], y se obtienen resultados
prometedores para la DNAemia, que cuenta con varias ventajas: permite
detectar el virus en periodos de leucopenia, presenta un rango dindmico alto
de valores de cuantificacién de la carga de CMV y parece que se correlaciona
mejor con la respuesta tras el inicio del tratamiento antiviral [Boeckh et al,
1997; Boeckh y Boivin, 1998; Einsele et al, 2000; Ljungman et al., 2006;
Gimeno et al.,, 2008]. Los problemas que han aparecido con la utilizaciéon de
esta técnica es que todavia no existe una estandarizacion que permita la
generalizacidn de guias basadas en valores consensuados de punto de corte
de la DNAemia para el inicio del tratamiento anticipado ni Ia
intercomparacion entre centros que utilizan equipos comerciales distintos
o tipos de muestra distintos [Harrington et al, 2007; Pang et al, 2009;
Gracia-Ahufinger et al, 2010]. De momento, se prefiere emplear los datos

locales con los pardmetros locales, lo que da lugar a una gran variedad de
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puntos de corte sugeridos para el inicio del tratamiento [Gibson et al., 2004;
Verkruyse et al., 2005; Lilleri et al, 2007; Gerna et al., 2008; Gimeno et al.,
2008]. La descripcion de un estandar internacional para la PCR de CMV por
la OMS podria ser la clave para mejorar este punto. El periodo de
monitorizacién post-TPH suele ser minimo hasta los tres meses, si bien dada
la aparicién de enfermedad tardia cada vez con mayor frecuencia, por el
empleo de las terapias antivirales en periodos tempranos post-trasplante,
sobretodo en pacientes con alto grado de inmunosupresion, la

monitorizacidén se suele prolongar mucho mas tiempo [Boeckh et al,, 2003].

La aparicion de cepas resistentes en el alo-TPH parece ser
infrecuente y normalmente se produce en GCV y valGCV, dado que son los
farmacos mas utilizados [Gilbert y Boivin, 2005]. Los factores de riesgo para
el desarrollo de resistencia son el tratamiento prolongado, el uso a dosis
suboptimas, y la falta de inmunidad frente al CMV [Lurain y Chou, 2010].
Para llevar a cabo el diagnoéstico de la resistencia a GCV/valGCV, se deben
secuenciar los genes UL97 y UL54 en busca de mutaciones puntuales
descritas que confieren resistencia. Las mutaciones en UL97 que confieren
resistencia in vivo se localizan en dos regiones altamente conservadas entre
los diferentes aislados clinicos, el dominio catalitico de la quinasa (codones
460 a 520) y el sitio de reconocimiento del sustrato (codones 590 y 607)
[Gilberty Boivin, 2005; Lurain y Chou, 2010]. Las mutaciones en el gen UL54
que se relacionan con la resistencia a GCV, FOS y CDV se producen
generalmente en el dominio catalitico de la polimerasa, entre los codones
301 (regién exonucleasaI) y 989 (dominio V) [Gilbert y Boivin, 2005; Lurain
y Chou, 2010]. Normalmente aparecen primero mutaciones en UL97,
seguidas por las que afectan a UL54. En funcién de la mutacioén, la afectacién
del farmaco sera de mayor o menor grado [Lurain y Chou, 2010]. La

estrategia a seguir dado que el estudio de resistencia tarda varios dias, es
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cambiar el tratamiento antiviral, normalmente a FOS cuyo mecanismo de

accién es independiente de pUL97.

4.2.5. Diagndstico basado en la respuesta inmunitaria
frente al CMV

La importancia de la respuesta inmunitaria adaptativa, sobre todo
celular, en el contexto de la infeccién por CMV es incuestionable, y viene
dada por el hecho de que la enfermedad por este virus se presenta
normalmente en pacientes inmunodeprimidos con una respuesta celular
deficiente. Por ello parece que la mediciéon de la respuesta mediada por
células T puede ser decisiva. Como se ha visto por medio de la transferencia
adoptiva, la respuesta especifica mediada por células T CD4+ y T CD8*
parece tener una funcién importante en el control de la infeccién por el CMV
[Riddell et al, 1992; Einsele et al, 2002]. El desarrollo de métodos
inmunolégicos para el estudio de la funcionalidad de los linfocitos, como la
citometria de fluyjo o el ELISPOT (enzyme-linked immunospot), ha
permitido la enumeracion de células T especificas de antigeno productoras
de determinadas citoquinas, como el IFNy o el TNFa [Waldrop et al., 1997;
Karlsson et al.,, 2003; Godard et al., 2004].

Para el estudio de células T CD4+ especificas, el empleo de lisados
celulares de CMV como antigeno estimulador de la respuesta es suficiente
[Waldrop et al.,, 1997], dado que en estas células la presentacion de antigeno
se realiza a través del CMH-II, que asocia péptidos procesados a partir de
antigenos exdgenos y que son de tamafio generalmente mayor a 15
aminoacidos (aa) (entre 13-24 residuos). Sin embargo, esto no suele ser
posible para las células T CD8*, que suelen responder a péptidos
presentados por moléculas CMH-I, que proceden de antigenos enddgenos
de las células que los presentan y son mas pequefios, de entre 8 y 10 aa

[Maecker y Maino, 2004]. Para el estudio de células T CD8*, se describi6
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inicialmente la utilizacién de péptidos correspondientes a los epitopos
inmunodominantes del antigeno y que, con una longitud adecuada y una
capacidad de unién a moléculas CMH-I, estimulaban la respuesta de estas
células. Asi se generaliz6 la utilizacion de complejos multiméricos
(preferentemente tetraméricos) de CMH-I unidos a un péptido para suscitar
su unién duradera a las células T CD8*, que posteriormente pueden ser
detectadas en un citometro de flujo [Altman et al., 1996]. Estos métodos han
sido empleados para el estudio de la respuesta inmunitaria celular frente al
CMV en varios contextos clinicos, incluido el alo-TPH [Cwynarski et al,
2001; Gratama et al, 2001; Hebart et al, 2002; Ozdemir et al, 2002].
Recientemente se ha comercializado una técnica basada en la
determinacién de la produccién de IFNy por linfocitos T CD8+* estimulados
con epitopos antigénicos de CMV unidos a los tipos HLA mas comunes, por

medio de un EIA, el QuantiFERON®-CMV [Walker et al., 2007].

La utilizacién de complejos tetramero-péptido requiere del
conocimiento previo de los epitopos y del tipo de CMH-I del individuo, por
lo que es dificil de generalizar dada la variabilidad interindividual, no sélo
de HLA, sino de las respuestas frente a unos determinados epitopos. El
descubrimiento de que una mezcla de pentadecapéptidos superpuestos en
al menos 9 aa abarcando la totalidad de la secuencia de un antigeno permite
la medicién de la respuesta de estas células, independientemente del HLA
del paciente y de los epitopos inmunodominantes, ha facilitado
enormemente el estudio de la respuesta T CD8+, maxime cuando se ha visto
que con éstos también es posible la medicién de la respuesta T CD4+ [Kern
et al, 2000; Maecker et al, 2001; Hoffmeister et al, 2003]. Otra
aproximaciéon empleada para evitar los problemas derivados de la
utilizacién de tetrameros-péptido y llevar a cabo la enumeracién simultanea
de células T CD4+y T CD8* es la utilizacién de CDs infectadas previamente
con CMV como células presentadoras de antigeno (CPA) para estimular la

respuesta especifica de CMV de forma “natural” [Lozza et al., 2005]. Si bien
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esto requiere la generacion de CDs derivadas de PBLs de cada paciente, que
en caso de neutropenia grave deberian obtenerse previo trasplante, y de
controlar la multiplicidad de infeccién (MOI, del inglés multiplicity of
infection) viral para que la funcién como CPA de las CDs sea correcta para

estimular tanto a células T CD4+ como a T CD8* [Lozza et al., 2005].
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5. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La estrategia terapéutica anticipada basada en la antigenemia (AG)
o la determinacién cuantitativa por PCR (QRT-PCR) de la DNAemia del virus
lleva probablemente a un tratamiento excesivo de los pacientes. De hecho,
se ha estimado que aproximadamente el 30-65% de los pacientes
receptores de alo-TPH podrian ser tratados innecesariamente [Avetisyan et
al, 2007]. Ademas, las pautas cortas de tratamiento antiviral con ganciclovir
(GCV) se han asociado con una alta tasa de infeccidn recurrente o tardia por
CMV [Boeckh et al, 1996; Boeckh, 1999]. En este contexto, la determinaciéon
de la respuesta inmunitaria secuencial de los pacientes podria proporcionar
informacidn util para el disefio 6ptimo de las estrategias de tratamiento
antiviral. Asi, la combinacién de la monitorizacién inmunolégica con la
viroldgica podria dar lugar a un uso mas dirigido del tratamiento anticipado
hacia los pacientes con alto riesgo de desarrollar infecciones activas
recurrentes y, sobre todo, enfermedad organica por CMV (EOC) [Ljungman,

2006; Baldanti et al., 2008].

El andlisis de la inmunidad celular especifica frente al CMV,
particularmente la cuantificacion secuencial de linfocitos T CD8* citotdxicos
(CTL) anti-CMV, determinado mediante el andlisis citofluorométrico de la
unién de complejos tetraméricos HLA-péptido a CTLs, se correlaciona
inversamente con el riesgo de desarrollar una infeccién activa por CMV y
una subsiguiente EOC [Aubert et al., 2001; Cwynarski et al., 2001; Gratama
et al., 2001]. Desde nuestro punto de vista, es necesario contrastar esta
correlacion, puesto que el nimero de pacientes incluidos en esos estudios
no parece suficiente para extraer conclusiones definitivas; por otra parte, el
método de los tetrameros-CMV marcados sélo permite analizar a los
pacientes HLA-A2 y, en menor medida, los HLA-B7, que no representan mas

de un 50-60% de la poblacién caucdasica. Para solventar este problema,
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decidimos emplear el método citofluorométrico basado en la deteccién de
citoquinas intracelulares en respuesta al estimulo con pentadecapéptidos
solapantes representativos de los antigenos pp65 e IE-1 del CMV para
cuantificar la respuesta T CD8* frente al CMV con independencia del HLA del
paciente [Kern et al, 2000; Maecker et al, 2001; Maecker y Maino, 2004].
Esta técnica resulta también util para obtener datos consistentes sobre la
cinética de reconstitucidon precoz de la funcién inmunitaria mediada por
células T CD4+, cuya relevancia en el mantenimiento de las respuestas T

CD8+ frente a CMV parece suficientemente contrastada.

Nuestro grupo dispone de datos preliminares que sugieren que la
cuantificacion de las células T CD8* y T CD4+ totales y de la fraccion de
células T CD8+y T CD4+ activadas, proporciona informacioén util para guiar
el tratamiento anticipado con GCV de manera 6ptima, y que la adquisicién
de niveles de ambas células por encima de unos puntos de corte (>1y >1.2
células/ul para T CD8+ y T CD4+, respectivamente) protege frente a la

infeccion activa por CMV [Solano et al,, 2008].

El herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6), otro miembro de la
subfamilia de los beta-herpesvirus, ha sido recientemente categorizado
como patdgeno oportunista clinicamente relevante en los pacientes que
reciben un alo-TPH [De Pagter et al., 2008], ademas de su capacidad de
mermar o demorar la reconstitucion de la inmunidad especifica frente al

CMV en estos pacientes [Wang et al, 2002]; esto necesita ser comprobado.

En este trabajo, que se presenta como compendio de 5 articulos, nos
propusimos investigar en varias dareas concretas en relacién con lo
anteriormente expuesto, con la idea de que ello permitiria optimar las

estrategias de tratamiento antiviral anticipado vigentes:

(i) cinética de reconstituciéon de la inmunidad T especifica frente al

CMV en las distintas modalidades de alo-TPH;
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(ii) validacion de niveles periféricos de LT especificos frente al CMV que

confieren proteccion frente a la infeccion activa sistémica y la EOC;

(iii) cinética de expansion de LT especificos frente al CMV durante los

episodios de infeccion activa sistémica;

(iv) efecto del estatus CMV del donante en la incidencia de infeccién
activa sistémica por el CMV y en la dinamica replicativa viral

durante los episodios de infeccién activa sistémica;

(v) efecto de la infeccion replicativa por otros herpesvirus,
concretamente el HHV-6, en la reconstituciéon de la inmunidad T

especifica frente al CMV.
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Lack of prompt expansion of cytomegalovirus pp65 and IE-1-specific
IFNy CD8" and CD4™" T cells is associated with rising levels of pp65
antigenemia and DNAemia during pre-emptive therapy in allogeneic
hematopoietic stem cell transplant recipients
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Rising levels of cytomegalovirus (CMV) DNAemia and/or
pp65 antigenemia have been observed during pre-emptive
ganciclovir therapy in patients undergoing allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (allo-SCT). We
assessed the incidence of this event in our series, and
investigated whether its occurrence was associated with an
impairment in the CMV-specific T-cell response. A total
of 36 allo-SCT recipients experienced one or more
episodes of active CMYV infection (n = 68) that were pre-
emptively treated with val(ganciclovir). Rising levels of
antigenemia and DNAemia, and an isolated increase in
antigenemia, were observed in 39.7 and 2.9% of all
episodes, respectively. Receipt of corticosteroids was
associated with rising levels of antigenemia and DNAe-
mia. Median increases of 12- and 6.8-fold of IFNy CD8 *
T and IFNy CD4* T cells, respectively, were observed at
a median of 16.5 days after initiation of therapy in
episodes with decreasing levels in antigenemia and
DNAemia. In contrast, the numbers of both T-cell subsets
at a median of 13.5 days after initiation of therapy did not
differ significantly from those of pre-treatment samples in
episodes with rising levels of antigenemia and DNAemia.
Lack of prompt expansion of CMV pp65 and IE-1-
specific IFNy CD8* and CD4" T cells is associated
with rising levels in antigenemia and DNAemia during
pre-emptive therapy.
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Introduction

The pp65 antigenemia assay is widely used for guiding and
monitoring the efficacy of pre-emptive therapy for active
cytomegalovirus (CMV) infection in allogeneic hemato-
poietic stem cell transplant (allo-SCT) recipients. Pre-
emptive therapy results in most cases in a rapid decline of
antigenemia until complete clearance. Nevertheless, in-
creasing levels in antigenemia early after initiation of
ganciclovir treatment has been reported to occur with
certain frequency in this clinical setting.'* Two distinct
patterns of rising antigenemia have been observed: a
simultaneous increase in both antigenemia and DNAemia
levels, and an isolated increase in the antigenemia level with
decreasing or stable DNAemia levels. The former pattern is
seen mainly in patients on treatment with high-dose
steroids for graft versus host disease (GvHD),>* or in
those receiving antithymocyte globulin (ATG) in the
conditioning regimen.* As both drugs are known to cause
immunosuppression, a failure in building up a prompt
functional T-cell response to CMV is the most likely
explanation accounting for the occurrence of these
episodes. This assumption, nevertheless, has not been
shown. Rising levels in antigenemia and DNAemia may
also be due to the emergence of ganciclovir-resistant
strains; this phenomenon, however, does not seem to be
frequent in the allo-SCT setting.” The latter pattern was
documented earlier in solid-organ transplant recipients
experiencing a primary CMV infection and its pathogenetic
basis was later elucidated.®” It was shown that persistence
of antigenemia in the absence of DNAemia when on
ganciclovir treatment was due to overproduction of pp65.”
No risk factors seem to be significantly associated with such
episodes of active CMV infection in allo-SCT recipients,
the resolution of which does not require modification of
ongoing antiviral therapy.® In an earlier study, we showed
that CMV pp65 and IE-1-specific IFNy-producing CD8 *
and CD4 ™" T cells provide protection against CMV viremic
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infection.® In this study, we report on the frequency of the
different antigenemia kinetic patterns observed during pre-
emptive antiviral therapy in our setting and investigated
whether a lack of expansion of CMV pp65 and IE-1-
specific IFNy CD8 " and CD4™ T in response to virus
replication was associated with rising levels of antigenemia
and DNAemia during pre-emptive therapy. At present,
there are no consensus criteria for the therapeutic manage-
ment of such episodes of active CMV infection. Immuno-
logical data presented in this study may contribute to define
the optimal strategy for their treatment.

Patients and methods

Patients

Patients undergoing allo-SCT between January 2006 and
July 2008 at the Hospital Clinico Universitario, Valencia;
Hospital La Princesa, Madrid; Hospital Ramon y Cajal,
Madrid; and Hospital Morales Meseguer, Murcia were
eligible for inclusion. The study was approved by the Ethics
Committees. All patients gave their informed consent to
participate in the study.

Virological monitoring and management of active CMV
infection

Patients were monitored for pp65 antigenemia by a
commercial immunofluorescence assay (Light Diagnostics
CMV pp65 Antigenemia Immunofluorescence assay,
Chemicon International, Temecula, CA, USA) and plasma
DNAemia (CMV real-time polymerase chain reaction
(PCR), Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA or
AMPLICOR CMV Monitor, Roche, Indianapolis, IN
USA) once a week until day + 100, and every other week
thereafter until day + 180 as described earlier.!° Virolo-
gical monitoring beyond this time point was performed at
each routine clinical control, and when clinical signs
compatible with CMV end-organ disease were present.
During episodes of active CMV infection, both tests were
performed two or three times a week. For data analysis, the
commencement of a given episode was defined by a
simultaneous positive result for both the PCR and the
antigenemia assays. The end of a given episode was defined
by a simultaneous negative result for both tests. A relapsing
episode was defined by the reappearance of antigenemia
and/or DNAemia after the end of the preceding episode.
Pre-emptive therapy with oral valganciclovir (900 mg/12h)
or i.v. ganciclovir (5mg/kg/12h) was initiated on a positive
antigenemia result (=1 pp65 positive cells/200000 cells).
Pre-emptive therapy was discontinued after two consecu-
tive negative antigenemia results obtained 3 days apart,
after a minimum of 2 weeks of treatment. Maintenance
doses of valganciclovir (450mg/12h) were given to some
patients on steroids therapy for GvHD after resolution of
the episode of active CMV infection and to a number of
patients with persistent DNAemia after antigenemia
clearance. Foscarnet (i.v. 60 mg/kg/12h) was used instead
of ganciclovir in patients with severe neutropenia. In some
instances, foscarnet was added to the therapy schedule
or replaced ganciclovir or valganciclovir after initiation of
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pre-emptive therapy when the antigenemia assay continued
to be positive beyond the third week of treatment. CMV
end-organ disease was diagnosed and treated as reported
earlier.”'®

Immunological monitoring

Enumeration of CMV-specific IFNy-producing CD8 * and
CD4" T lymphocytes was carried out by flow cytometry
for ICS (BD Fastimmune, BD-Beckton Dickinson and
Company-Biosciences, San Jose, CA, USA) as described
earlier.® Briefly, 0.5ml of heparinized whole blood was
simultaneously stimulated with two sets of 15-mer over-
lapping peptides encompassing the sequence of pp65 and
IE-1 CMV proteins (2 pg/ml per peptide), obtained from
JPT peptide Technologies GmbH (Berlin, Germany), in the
presence of 1pg/ml of costimulatory mAbs to CD28 and
CD49d. Samples mock stimulated with PBS/DMSO and
costimulatory antibodies were run in parallel. Brefeldin A
(10 pg/ml) was added for the last 4h of incubation. Blood
was then lysed and frozen at —80°C until tested. On the
day of testing, stimulated blood was thawed at 37°C,
washed, permeabilized, and stained with a combination of
labeled moAbs (anti-IFNy-FITC, anti-CD69-PE, anti-CD4
or CD8-PerCP-Cys5.5, and anti-CD3-APC when the IFNy
CD8" kit was used) for 30min at room temperature.
Appropriate isotype controls were used. Cells were then
washed, resuspended in 200 ul of 1% paraformaldehyde in
PBS, and analyzed within 2h on an FACSCalibur flow
cytometer using CellQuest software (BD Biosciences
Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA). Data
files usually contained at least 1000 positive events for
CD4" or CD8" within the lymphocyte gate. CD4" and
CD8 ™" events were gated and then analyzed for the CD69
activation marker and IFNy production. The total number
of CMV-specific CD4* and CD8* T cells was calculated
by multiplying the percentages of CMV-specific T cells
producing IFNy on stimulation (after background subtrac-
tion) by the absolute CD4* and CD8* T-cell counts. The
specific responses were considered to be those >0.1% for
both CD4* and CD8* T cells.

Sequence analysis of the UL54 and UL97 genes

CMYV DNA extraction from plasma specimens was carried
out using the High Pure nucleic acid Kit (Roche
Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany). The extracted
viral DNA was used as a template for amplification of a
975-bp region of the UL97 gene spanning codons 429-753,
after an earlier published protocol,'" and two regions of the
ULS54 gene spanning codons 345-625 and 645-1013, after
an earlier reported nested PCR protocol.”> The PCR
products were purified by the QIAquick purification kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany), sequenced by the ABI
Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and analyzed
on an ABI 310 automated DNA sequencer.

Statistical analysis

The statistical significance of differences in medians was
assessed by using the Mann-Whitney U-test for unpaired
data, and the Wilcoxon’s test for paired data. The Fisher’s
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exact test was used to compare dichotomous variables
between groups. All tests were two tailed. A P-
value = <0.05 was considered statistically significant. The
statistical analysis was performed with the aid of the
statistical package SPSS (version 14.0).

Results

Kinetic patterns of antigenemia and DNAemia during pre-
emptive antiviral therapy

A total of 47 out of 76 allo-SCT recipients experienced one
or more episodes of active CMV infection (n=381). Eleven
patients developed DNAemia positive/antigenemia nega-
tive episodes (7= 13) that were not pre-emptively treated.
Thirty-six out of 47 allo-SCT recipients had one or more
episodes of active CMV infection (n = 68) that were treated
pre-emptively with valganciclovir or ganciclovir. The
relevant data of patients treated pre-emptively are sum-
marized in Table 1. Patients were followed up for a median
of 251 days (range, 51-819 days). Forty-three episodes
(67.4%) developed within the first 100 days after trans-
plantation.

Seventeen patients (47.2%) experienced episodes of
active CMV infection in which declining levels of both
antigenemia and DNAemia were observed early after
initiation of pre-emptive therapy (type A episodes). Twelve
patients (33.3%) developed episodes of active CMV
infection in which both the antigenemia and DNAemia
levels increased during pre-emptive therapy (type B
episodes). Five patients (13.8%) experienced both types of
episodes during the follow-up. Episodes of active CMV
infection with dissociated antigenemia/DNAemia levels
(type C episodes) were seen in two patients (5.5%). In
summary, out of the 68 episodes, 39 were type A (57.3%),
27 type B (39.7%), and 2 type C (2.9%).

Features of episodes of active CMV infection with either
rising or declining levels of antigenemia

A median of a 10-fold (range, 2-105-fold) increase in the
antigenemia level from baseline (initial positive value) was
observed in type B episodes, a median of 13 days (range,
3-71 days) after initiation of therapy. The peak antigene-
mia level was reached more frequently (51.8%) within
the second week. The median increase in DNAemia was
15-fold (range, 2-5969-fold), a median of 14 days (range,
3-171 days) after initiation of therapy. The peak DNAemia
occurred most frequently (44.4%) within the second week.
As shown in Table 2, overall, the duration of type B
episodes was significantly longer than that of type A
episodes. Likewise, peak levels of antigenemia and DNAe-
mia were significantly higher in type B episodes than in type
A episodes (except if only initial episodes were considered
for analysis). The first positive values for the antigenemia
and DNAemia were nevertheless comparable for type A
and type B episodes (P>0.5).

Twenty episodes (10 type A and 10 type B) occurred in
patients when on maintenance therapy with valganciclovir.
These episodes tended to have a longer duration and
reached higher peak levels of antigenemia and DNAemia
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Table 1 Characteristics of the patients
Parameter
Patients 36
Median age, years (range) 44.1 (18-70)
Sex, number of male patients/number of female patients 1521
Diagnosis, number of patients (%)
Acute myeloid leukemia 12 (33.3)
Non-Hodgkin’s lymphoma 7(19.4)
Acute lymphoblastic leukemia 6 (16.6)

Primary myelofibrosis 2(5.5)

Myelodysplastic syndrome 2(5.5)
Multiple myeloma 2(5.5)
Chronic lymphocytic leukemia 2(5.5)
Severe aplastic anemia 2(5.5)
Hodgkin’s lymphoma 127
CMYV serostatus, number of patients (%)
D+/R+ 22 (61.1)
D-/R+ 13 (36.1
D+/R- 1(2.7)

Donor type, number of patients (% )

HLA-identical sibling 9 (25.0)

Mismatched-related donor 2(5.5)

Matched-unrelated donor 12 (33.3)

Mismatched-unrelated donor 13 (36.1)
Conditioning regimen, number of patients (% )

Non-myeloablative 19 (52.8)
Fludarabine plus melphalan 7(19.4)
Fludarabine plus busulphan 7(19.4)
Others 5(13.8)

Myeloablative 17 (47.2)
Fludarabine-thiothepa
Busulphan-cyclophosphamide 8(22.2)
TBI plus cyclophosphamide 6 (16.6)
Others 38.3)

Stem cell source

Peripheral blood 24 (66.6)

Umbilical cord blood 8(22.2)

Bone marrow 4(1L1.1)

GVHD prophylaxis

Cyclosporine A +methotrexate 16 (44.4)

Cyclosporine A+MMF 8(222)

Cyclosporine A + prednisone 8(222)

Cyclosporine A +methotrexate + ATG 3(83)

Other 127

Acute GvHD incidence
Grades 0-1 22 (61.1)
Grades II-1V 4(38.9)
Abbreviations: D=donor; GvHD=graft versus host disease;

R =recipient; + =CMYV seropositive; — = CMV seronegative.

than those developing in its absence. However, these
differences did not reach statistical significance, except for
duration of DNAemia and peak antigenemia levels in type
B episodes (not shown).

Twelve out (9 type B and 3 type A) of the 20 episodes
developing when on maintenance therapy occurred in
patients under corticosteroid treatment for GVHD. Overall,
ongoing treatment with corticosteroids was significantly
associated (P=0.028) with the occurrence of type B
episodes.
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Table 2 Characteristics of active CMV infection episodes with
decreasing (type A) or rising (type B) levels of antigenemia and
DNAemia during pre-emptive antiviral therapy

Parameter A episodes B episodes P-value
median (range)  median (range)
All episodes
Duration antigenemia 9.5 (2-39) 28 (7-72) <0.001
Duration DNAemia 14 (2-48) 39 (10-45) <0.001
Peak antigenemia 4 (1-210) 30 (4-210) <0.001

Peak DNAemia 1200 (25-12900) 14219 (544-917791) <0.001

Initial episode

Duration antigenemia 9.5 (2-16) 245 (6-72) 0.007
Duration DNAemia 11(2-28) 31 (10-95) 0.005
Peak antigenemia 3 (1-210) 2(2-50) 0.369
Peak DNAemia 1309 (25-70800) 754 (37-7680) 0.300

Antigenemia (pp65-positive cells/200 000 PMNLs); DNAemia (CMV DNA
copies/ml plasma); duration (days).

Relapsing CMV infections developed with comparable
frequencies (P>0.5) irrespective of whether the initial
episode was either type A (38.4%) or type B (40.9%).

CMV-specific T-cell response in episodes of active

CMYV infection with either decreasing or rising levels

in antigenemia and DN Aemia

Data on CMV pp65 and IE-1-specific [FNy CD8* and
CD4 ™" T-cell responses obtained before and after initiation
of pre-emptive antiviral therapy were available for 24
episodes of active CMV infection (14 type A and 10 type
B). These episodes occurred at a median of 46 days after
transplant (range, 24-310 days) and were initial episodes in
18 cases and relapses in the remaining six cases. Two type A
and four type B episodes developed in patients when on
corticosteroid therapy. Data are depicted in Figure 1.
Pre-treatment levels of both T-cell subsets did not differ
significantly between type A and type B episodes (P>0.926
and P=0.862 for IFNy CD8" and IFNy CD4" T cells,
respectively). These samples had been obtained a median of
9 days (range, 0-27 days) and 10.5 days (range, 1-24 days)
for type A and type B episodes, respectively (P>=0.5),
before initiation of pre-emptive antiviral therapy. A
significant expansion of both IFNy CD8* and IFNy
CD4" T cells occurred in type A episodes obtained a
median of 16.5 days (range, 6-46 days) after initiation of
therapy. The duration of the antigenemia and DNAemia
in these episodes was 9.5 and 10.5 days, respectively. A
12-fold median increase of IFNy CD8" T cells (median,
1.42 cells/ul and range, 0.29-9.46 cells/ul) and a 6.8-fold
median increase of [FNy CD4" T cells (median, 0.68 cells/
ul and range, 0.17-2.56 cells/ul) were observed. In contrast,
in type B episodes, the numbers of both T-cell subsets at a
median of 13.5 days (range, 6-122 days) after initiation of
therapy did not differ significantly from those of pre-
treatment samples. In these episodes, the peak levels of
antigenemia and DNAemia were reached at a median of 14
days after commencement of pre-emptive therapy. In fact, a
modest expansion of the [IFNy CD8* T-cell subset (median
increase of 0.22cells/ul and range, 0.02-1.97 cells/ul) and
IFNy CD4 " T-cell subset (median increase of 0.24 cells/ul
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Figure 1 CMV pp65 and IE-l-specific IFNy-producing CD8* and
CD4™" T cells before and after initiation of pre-emptive antiviral therapy
in episodes of active CMV infection with decreasing (A) or rising (B) levels
of antigenemia and DNAemia. Horizontal bars indicate the medians. The
statistical significance of differences between pre-treatment (black symbols)
and post-treatment (open symbols) T-cell levels is shown. Pre-treatment
samples obtained a median of 9 and 10.5 days for type A and type B
episodes, respectively, before initiation of pre-emptive antiviral therapy.
Post-treatment samples obtained a median of 16.5 and 13.5 days for type A
and type B episodes, respectively, after initiation of pre-emptive therapy.

and range, 0.24-0.46 cells/ul), respectively, was showed in
only 4 and 3 out of 10 episodes analyzed, respectively.

Follow-up monitoring for CMV pp65 and IE-1-specific
IFNy CD8" and IFNy CD4 " T-cell levels was available
for seven type B episodes in six patients (Table 3). In five of
these episodes (patients 1, 2, 4 (first episode), 5, and 6),
control of CMV replication seemed to be associated with a
significant (P=0.01) increase in both T-cell subsets (except
for IFNy CD4* T cells in patient 6). In contrast, a failure
to expand both T-cell populations was related to the
persistence of antigenemia and DNAemia until the end of
the follow-up period (patient 3, and patient 4 (second
episode)). Relapsing infections developed after 6 episodes
(2 type A and 4 type B) out of the 24 episodes for which
immunological data were available. Post-treatment levels of
IFNy CD8" and IFNy CD4* T were significantly lower
(P=0.001) in these 6 episodes (median, 0.59 cells/ul and
0.15cells/ul, respectively) than in the 18 episodes not
followed by a relapsing infection (median, 1.97cells/ul
and 0.71 cells/pl, respectively).

Occurrence of CMV-resistant mutations to ganciclovir

PCR sequencing of the CMV UL97 and UL54 genes was
retrospectively performed on 12 plasma samples obtained
during episodes with rising levels of antigenemia and
DNAemia (11 type B episodes and 1 type C episode) at
the time peak DNAemia values were reached. Mutations in
the UL 97 gene conferring resistance to ganciclovir were
found in two samples drawn within two type B episodes in
two patients (M4601 in one sample and deletions in codons
597, 598, 599 in the other sample). These episodes were still
active at the end of follow-up (both patients died) and they
were not cleared even after the administration of foscarnet
(no mutations conferring resistance to foscarnet were
detected). In both patients, emergence of resistant strains
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Monitoring for CMV pp65 and 1E-1-specific [FNy-producing CD8" and CD4™" T cells before and after initiation of pre-emptive

therapy in episodes of active CMV infection with rising levels of antigenemia and DNAemia

Patient Day PT Duration (days) Peak AG (cells)|DNAemia Time (days) to peak Day/IFNy CD§8™ |
AG/DNAemia (copies/ml) AG|DNAemia CD4* (cells/ul)
1 +87 18/51 200/54076 9/10
2 +60 17/28 20/8109 307
+89/4.69/.
3 +124 Active 210/562218 45/171 +127/0.23/0.48
+169/0.04/0
+182/0.06/0.05
+189/1.24/0.19
+218/0.55/0.18
4 +43 72/95 210/40749 15/19
4 +155 Active 210/917791 71/138
5 +34 21/28 12/17047 14/14
6 +38 16/16 10/15670 8/8
/0.06/0
+59/1.17/0

Abbreviations: AG = antigenemia (pp65-positive cells/200000 PMNLs); PT = post-transplant. pp65 and TE-1 peptide mixes were used simultaneously for

stimulation.

was detected after 40 and 56 days of maintenance therapy,
respectively. An impairment in the CMV-specific T-cell
response was observed in both cases during the entire
duration of the episode (not shown).

Discussion

In our series, decreasing levels of antigenemia and
DNAemia early after initiation of pre-emptive antiviral
therapy (type A episodes) was observed in more than half
of all episodes of active CMV infection, whereas rising
levels of antigenemia and DNAemia were detected in
around 40% of cases. These figures are comparable to those
reported in earlier studies,™ in which initial but not
relapsing episodes of active CMV infection were taken
into consideration. A dissociation between the levels of
antigenemia and DNAemia (type C episodes) was only
shown in two episodes. Our data are in keeping with those
reported by Nichols er al.,* and Boeckh, ' but are strikingly
different from those published by Gerna er al.* In the latter
study, 31.4% of episodes (patients) had isolated antigene-
mia increases. The explanation for this discrepancy is
uncertain. It is unlikely that differences in either clinical or
demographic characteristics between patients in the two
series were responsible. It is also unlikely that the use of a
different specimen for CMV DNA quantitation (plasma in
our study, whole blood in theirs) accounted for the
discrepancy, despite the fact that plasma CMV DNA levels
are consistently lower than those found in whole blood.'*

With respect to type B episodes, including those
occurring in patients when on maintenance therapy, our
observations are in accordance with those reported in

earlier studies.** Likewise, the receipt of corticosteroids for
treatment of GvHD was found to be significantly
associated with the occurrence of type B episodes, as was
reported earlier,>® Interestingly, the initial values of
antigenemia and DNAemia were not predictive for the
subsequent kinetic pattern of CMV load. In agreement with
an earlier study,” we also found relapsing episodes of active
CMV infection to occur with comparable frequencies
irrespective of whether the initial episode was either type
A or type B.

Rising antigenemia during pre-emptive ganciclovir ther-
apy has been postulated to occur in the face of an impaired
CMV-specific T-cell response. However, this extent has not
been proven. We defined earlier levels of pp65 and IE-1-
specific IFNy CD8* and IFNy CD4" T cells providing
protection against the development of viremic CMV
infection (>1 IFNy CD8* cell/ul and >1.2 IFNy CD4*
T cells/ul).* Comparable levels of pp65-specific IFNy or
TNFa-producing CD8* T cells (range, 1-5cells/ul) and
TFNy/IL-2-producing CD4* T cells (1cell/ul) conferring
protection against CMV antigenemia or DNAemia have
been reported earlier.’>'® In this study, we enumerated
peripheral levels of these T-cell subsets, both before and
after the initiation of pre-emptive antiviral treatment, in a
number of type A and type B episodes. Our data indicated
that an early expansion of CMV pp65 and IE-1-specific
IFNy CD8* and IFNy CD4* T-cell subsets in response to
viral replication was associated with declining levels of
antigenemia and DNAemia during antiviral therapy.
Significant increases in the numbers of both IFNy subsets
were seen at a median of 16.5 days after initiation of
therapy. It is likely that this cell expansion might have been
detected earlier had immunological monitoring been
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conducted with the same periodicity as virological mon-
itoring. Unfortunately, this was not possible in this study.
In contrast, a lack of prompt expansion of both T-cell
populations, in particular the IFNy CD8" T-cell subset,
was related to the occurrence of episodes with rising levels
of antigenemia and DNAemia during therapy. In these
episodes, an eventual expansion of both T-cell subsets was
associated with control of CMV replication, whereas
persistence of antigenemia and DNAemia (in two episodes)
was related to a failure to do so.

Relapsing infections developed after 6 out of the 24
episodes (two type A and four type B) for which
immunological data were available. Post-treatment cell
counts of IFNy CD8* and IFNy CD4™" T cells in these six
episodes were below protective threshold values.® The
number of CMV-specific functional cells at that time point
might have been sufficient to control CMV replication in
the presence of antivirals, but insufficient to protect from
subsequent CMV reactivation in the absence of antiviral
treatment.

Idiosyncratic variations of antiviral pharmacokinetics as
well as the emergence of ganciclovir-resistant mutants may
also be the cause of rising viral load during antiviral
therapy. The latter phenomenon, however, has been shown
to be a rare event in the allo-SCT setting, at least in
treatment-naive patients.>** Our data fully support this
assumption. Development of ganciclovir resistance was
observed in 2 out of 12 episodes with rising levels of
antigenemia subject to analysis. In both cases, patients had
received long courses of antiviral therapy and were unable
to consistently expand CMV-specific IFNy CD8" and
IFNy CD4™" T cells in response to viral replication.

Therapeutic interventions based on the assessment of
CMV-specific T-cell immunity have been shown to lead to a
more targeted use of antiviral therapy,' although clinical
validation of this strategy requires further studies. In line
with this study, our data suggest that frequent monitoring
for CMV pp65 and IE-1-specific IFNy CD8" and IFNy
CD4" T cells after initiation of pre-emptive antiviral
therapy may be ancillary to routine virological surveillance
for making optimal therapeutic decisions.
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An Assessment of the Effect of Human Herpesvirus-6
Replication on Active Cytomegalovirus Infection after
Allogeneic Stem Cell Transplantation
Nuria Tormo,' Carlos Solano,> Rafael de la Cémara,* Ana Garcia-NobIejas,4

Laura Cardeﬁoso,5 Maria Angeles Clari,’ José Nieto,6 Javier Lépez,7

Juan Carlos Hernéndez-Boluda,” Maria José Remigia,” Isabel Benet,” David Navarro'®

Human herpesvirus-6 (HHV-6) may enhance cytomegalovirus (CMV) replication in allogeneic stem cell
transplant (allo-SCT) recipients either through direct or indirect mechanisms. Definitive evidence supporting
this hypothesis are lacking. We investigated the effect of HHV-6 replication on active CMV infection in 68 allo-
SCTrecipients. Analysis of plasma HHV-6 and CMV DNAemia was performed by real-time PCR. Enumeration
of pp65 and |E-I CMV-specific IFNy CD8" and CD4 ™ T cells was performed by intracellular cytokine staining.
HHV-6 DNAemia occurred in 39.8% of patients, and was significantly associated with subsequent CMV DNAe-
mia in univariate (P =.01), but notin multivariate analysis (P = .65). The peak of HHV-6 DNAemia was not pre-
dictive of the development of CMV DNAemia. Timing and kinetics of active CMV infection were comparable in
patients either with or without a preceding episode of HHV-6 DNAemia. The occurrence of HHV-6 DNAemia
had no impact on CMV-specific T cellimmunity reconstitution early after transplant. The receipt of a graft from
an HLA-mismatched donor was independently associated with HHV-6 (P =.009) and CMV reactivation
(P =.04). The data favor the hypothesis that a state of severe immunosuppression leads to HHV-6 and CMV
coactivation, but argue against a role of HHV-6 in predisposing to the development of CMV DNAemia or
influencing the course of active CMV infection.

Biol Blood Marrow Transplant 16: 653-661 (2010) © 2010 American Society for Blood and Marrow Transplantation

KEY WORDS: Human herpesvirus 6 (HHV-6), Cytomegalovirus (CMV), CMV replication, CMV immune
response, Interaction, Allo-SCT recipient

INTRODUCTION related to clinical complications, such as delayed
neutrophil and platelet engraftment, interstitial pneu-
monia, skin rash, severe graft-versus-host disease
(GVHD), central nervous system disorders, and overall
mortality [2]. Depending on the method used for the

surveillance of viral replication and the net state of post-

Active cytomegalovirus (CMV) infection is a fre-
quent event following allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation (allo-SCT), which causes signifi-
cant morbidity and mortality [1]. Human herpesvirus

6 (HHV-6) is a member of the beta herpesvirus
subfamily whose reactivation has been increasingly
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transplant immunosuppresion, 45% to 85%, and 25%
t0 80% of allo-SCT recipients experience 1 or more ep-
isodes of active CMV or HHV-6 infection, respectively,
within the first 100 days after transplantation [1,2].
HHV-6 is considered an immunomodulatory and im-
munosuppressive agent [3], and thereby might increase
the risk of active CMV infection and disease in the
transplantation setting. Epidemiologic, clinical, and vi-
rologic evidence supporting this assumption has been
mainly reported in solid organ transplant recipients. It
was shown that occurrence of HHV-6 viremia was asso-
ciated with an increased risk of subsequent development
of either CMV syndrome or CMV end-organ disease
[4-9]. The pathophysiologic basis of such viral interac-
tion is largely unknown, but it might be related to the
ability of HHV-6 to induce the synthesis of proinflam-
matory cytokines, such as interleukin-14 and tumor ne-
crosis- 4, known to trigger CMV reactivation, and to
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suppress T-lymphocyte function [3]. The effect of
HHV-6 replication on CMV infection in the allo-
SCT setting and the clinical consequences of such in-
teraction, if any, remain imprecisely defined. Inarecent
report, Wang et al. [10] provided data suggesting that
HHV-6 reactivation might suppress the reconstitution
of CMV-specific lymphoproliferative  responses,
thereby promoting CMV replication. The present
study was undertaken to determine whether active
HHV-6 infection predisposes to CMV reactivation
and/or has any influence on the kinetics of CMV repli-
cation in the allo-SCT setting. The elucidation of the
nature of the pathogenetic interaction between both
beta herpesviruses may have important implications
in the therapeutic management of CMV infection in re-
cipients of allo-SCT.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Patients undergoing allo-SCT between November
2005, and December 2008, at the following hospitals:
Hospital Clinico Universitario,Valencia, Hospital La
Princesa, Madrid, Hospital Morales Meseguer, Mur-
cia, and Hospital Ramén y Cajal, Madrid, were eligible
for inclusion. The study was approved by all ethics
committees. All patients gave their informed consent
to participate in the study. Sixty-eight allo-SCT recip-
ients were included and followed up until day 100 after
transplantation. Relevant demographic and clinical
data of these patients are shown in Table 1.

Definitions

Neutrophil and platelet engraftment were defined
as: >500 cells/pL for 3 days, and >50,000 platelets/pL
for 1 week in the absence of platelet transfusion, re-
spectively, counting the first day as the day of engraft-
ment [11]. The intensity of acute GVHD (aGVHD)
was graded from 0 to IV (0 to I, low grade, and II to
1V, high grade), as previously described [11].

Virological Monitoring and Management
of Active CMV Infection

Patients were monitored for pp65 antigenemia by
a commercial immunofluorescence assay (Light Diag-
nostics® CMV pp65 Antigenemia Immunofluores-
cence assay, Chemicon International, Temecula, CA,
USA), and plasma DNAemia (CMV real-time PCR,
Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA) once a week,
as previously reported [12,13]. The surveillance of
HHV-6 DNAemia was not routinely performed in our
patients. Thus, cryopreserved specimens were used for
analysis. The availability of a sufficient volume of plasma
for PCR was a limiting factor that precluded the analysis
of a larger number of specimens. Sequential plasma
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Table |. Characteristics of Patients

Parameter Value
Patients 68
Age, years 45 (18-70)
Sex, male/female 37131
Underlying disease
Acute myelogenous leukemia 25 (36.7)
Acute lymphoblastic leukemia 10 (14.7)
Non-Hodgkin lymphoma 8(11.8)
Hodgkin lymphoma 5(74)
Plasma cell disorders 4(59)
Chronic lymphocytic leukemia 4(5.9)
Chronic myelogenous leukemia 3(44)
Myelodysplastic syndrome 2(29)
Severe aplastic anemia 1(1.5)
Others 6(8.98)
Cytomegalovirus serostatus
D+R+ 39 (573)
D-R+ 21 (30.8)
D-/R- 6(88)
D+/R- 2(29)
Donor type
HLA-identical sibling 30 (44.1)
Mismatched related donor 6(8.8)
Matched unrelated donor 19 (27.9)
Mismatched unrelated donor 13 (21.6)

Conditioning regimen
Nonmyeloablative 40 (58.8)

Myeloablative 28 (41.2)
Stem cell source

Peripheral blood 53 (77.9)

Umbilical cord blood 13 (19.11)

Bone marrow 2(29)
GvHD prophylaxis

Cyclosporine A + methotrexate 33 (48.5)

Cyclosporine A + MMF 15 (22.0)

Cyclosporine A + prednisone 14 (20.5)

Others 6(8.8)
Acute GVHD incidence®

Grades 0-1 45 (66.1)

Grades II-IV 23 (33.9)

GVHD indicates graft-versus-host disease; MMF, mycophenolate
mofetil; D, donor; R, recipient; +, CMV seropositive; —, CMV seronega-
tive; HHV-6, human herpesvirus-6.

Age is given as median (range).

*Incidence of acute GVHD by day +100 posttransplant.

samples from patients had been collected from a median
of 7 days (range: 0-26 days) to a median of 58 days (range:
38-75 days) after transplant. A total of 520 samples
(a median of 6 samples per patient; range: 3-11 samples)
were analyzed. HHV-6 DNA detection was performed
by a commercial real-time PCR assay (HHV-6 Q-PCR
Alert Amplimix, Nanogen Advanced Diagnostics,
Torino, Italy) on a Smart Cycler instrument (Cepheid,
Sunnyvale, CA, USA). DNA was extracted from a vol-
ume of 200 pL of plasma on the BioRobot EZ1 worksta-
ton (EZ1 virus Mini Kit v2.0, Qiagen, Hamburg,
Germany). This assay amplifies a sequence within
ORF 13R common to HHV-6 variants A and B. The
lower limit of detection of the assay is 10 copies/mL,
and the linear measuring range is 6 logyo copies/mL.
For data analysis, the commencement and end of a given
episode of active viral infection were defined by the first
positive (any level of plasma viral load) and first negative
results, respectively, in the corresponding PCR assay.
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Active HHV-6 or CMV infection was defined by the de-
tection of viral DNA in 1 or more plasma specimens.
Preemptive therapy with oral valganciclovir (900 mg/
12 hours) or i.v. ganciclovir (5 mg/lg/12 hours) was ini-
tiated upon a positive antigenemia result (=1 pp65 pos-
itive cells/200,000 cells) and discontinued following 2
consecutive negative antigenemia results obtained 3 to
7 days apart, after a minimum of 2 weeks of treatment.
Foscarnet (i.v. 60 mg/kg/12 hours) was used instead of
ganciclovir in patients with severe neutropenia. All pa-
tients with antibodies against herpes simplex virus re-
ceived oral acyclovir prophylaxis following the
institutional protocols.

Viral Doubling Time Calculation

To determine the rate of virus replication, the viral
doubling time (dt) of HHV-6 and CMV was estimated
following 2 approaches. In the first, we considered for
analysis the first 2 PCR-positive results. The dt was
given by dt = (2 — tl) x log(2)/log(q2/ql), with ql
and tl being the DNAemia level (copies/mL) at the
time of the first positive PCR (in days) respectively,
and q2 and 2 the DNAemia level at the time of the sec-
ond measurement, respectively. This formula assumes
a constant growth rate, which occurs in the early phase
of virus replication. When more than 2 positive PCR
results were available, the peak DNAemia value was
not considered, as the growth rate of a virus slows as
the viral load approaches its peak. In the second ap-
proach, we included in the analysis all measurements
from the last negative PCR result to the peak viral
load, and estimated the dt as dt = In(2)/k, with k being
the rate constant for exponential growth, which is
given by 71(z) = V(0)xe"”, where V'is the viral load and
t the time (in days) [14]. For CMV, the dr was calcu-
lated on the basis of DNAemia values obtained prior
to initiation of preemptive therapy. Thus, only epi-
sodes in which the PCR turned positive (at least 2 con-
secutive samples) earlier than the antigenemia assay
and those resolving without the implementation of
preemptive therapy (antigenemia negative episodes)
were taken into consideration for analysis. Likewise,
for calculation of the HHV-6 dt only viral loads mea-
sured in the absence of (val)ganciclovir therapy were
taken into consideration for analysis.

Immunological Monitoring

Enumeration of pp65 and IE-1 CMV-specific
IFNy-producing CD8" and CD4" T lymphocytes
was carried out by flow cytometry for ICS (BD Fastim-
mune, BD-Beckton Dickinson and Company-Biosci-
ences, San Jose, CA, USA) as described previously
[15]. Whole blood was simultaneously stimulated
with 2 sets of 15-mer overlapping peptides encompass-
ing the sequence of pp65 and IE-1 CMV proteins
(2 pg/mL/peptide), obtained from JPT peptide

HHV-6 and CMV in Allo-SCT Recipients 655

Technologies GmbH (Berlin, Germany), in the pres-
ence of 1 pg/mL of costimulatory monoclonal anti-
bodies (mAbs) to CD28 and CD49d for 6 hours at
37° C. Brefeldin A (10 pg/mL) was added for the last
4 hours of incubation. Cells were permeabilized and
stained with a combination of labeled mAbs (anti-
IFNy-FITC, anti-CD69-PE, anti-CD4, or CDS8-
PerCP-Cy5.5 and anti-CD3-APC when the IFNy
CD8" kit was used). Cells were analyzed on a FACS-
Calibur flow cytometer using CellQuest software
(BD Biosciences Immunocytometry Systems). CD4™
and CD8" events were gated and then analyzed for
the CD69 activation marker and IFNy production.
The total number of CMV-specific CD4" and
CD8" T cells was calculated by multiplying the per-
centages of CMV-specific T cells producing IFNy
upon stimulation (after background substraction) by
the absolute CD4 " and CD8™ T cell counts. The spe-
cific responses were considered those >0.1% for both
CD4" and CD8" T cells.

Statistical Analysis

Data were analyzed with the aid of the statistical
package SPSS (version 15.0). Frequency comparisons
were carried out using the % test for categoric variables
(univariate analysis), and the nonparametric Mann-
Whitney U test for unpaired continuous data. The
Spearman rank test was used for analyzing the correla-
tion between continuous variables. For multivariate
analysis, variables associated (P < .10) with HHV-6
DNAemia in univariate analysis were included and an-
alyzed using a binary logistic regression model. Vari-
ables that were associated with CMV DNAemia in
the univariate analysis were included and analyzed us-
ing a Cox proportional hazards regression modeling,
in which HHV-6 DNAemia was entered as a time-de-
pendent variable. The potential associations between
HHV-6 DNAemia and neutrophil and platelet en-
graftment, and between HHV-6 or CMV DNAemia
and the incidence of high grade (II-IV) aGVHD were
also evaluated by Cox proportional hazards regression
analysis, both virologic events being considered as
a time-dependent variables. Results are expressed as
relative risk ratios (RRs) or hazard ratios (HRs), and
their corresponding 95% confidence interval (CI). A
Pvalue <.05 was considered significant.

RESULTS

Incidences and Kinetics of Active HHV-6
Infection

Sixty-eight nonconsecutive patients at the Hospi-
tal Clinico Universitario, Valencia (n = 53), and the
Hospital de la Princesa, Madrid (n = 15) were finally
included in the study. In 62 of the 68 patients, the first
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specimen subject to analysis was obtained within the
first 10 days after transplant. HHV-6 DNAemia was
detected at least once in 27 of 68 patients (39.7%),
amedian of 20 days (range: 7- 44 days) after transplan-
tation. A median of 2 positive samples (range: 1-5 sam-
ples) per patient was found. Six patients had a single
positive PCR result. To rule out the possibility of
DNA contamination, a second aliquot of plasma
from these 6 patients was analyzed. All these samples
tested positive again and displayed comparable
HHV-6 DNA loads (not shown).

The kinetics of HHV-6 DNAemia in our patients is
shown in Figure 1. The peak level of HHV-6 DNAemia
(median 345 copies/mL, range: 26-13,661 copies/mL)
was reached more frequently in the fourth week
(52%). Episodes of HHV-6 DNAemia lasted a median
of 10 days (range: 3-35 days). Self-clearance of HHV-6
DNAemia was observed in 19 of 27 episodes. Resolution
of the remaining 8 episodes of HHV-6 DNAemia oc-
curred while patients were on (val)ganciclovir therapy,
which was initiated because of the development of anti-
genemia-positive active CMV infection. In 3 of these 8
episodes, preemptive therapy was initiated at the time
of peak HHV-6 DNAemia. In the remaining 5 episodes,
preemptive therapy was implemented once HHV-6
DNAemia had begun to decrease.

Relationship between HHV-6 and CMV
DNAemia

Thirty-nine patients (57.3%) experienced an epi-
sode of active CMV infection within the first 100
days after transplant (median onset of the episodes
34 days, range: 0-70 days). None of these patients pro-
gressed to CMV disease within the study period.
Twenty-seven of the 39 episodes were preemptively
treated, as the antigenemia assay turned positive.
The remaining 12 episodes resolved spontaneously.
No PCR negative/antigenemia positive episodes
were observed. In all episodes, the plasma PCR assay
turned positive earlier than the antigenemia assay.

Twenty-one of the 39 patients had prior or concom-
itant HHV-6 DNAemia. In 20 of 21 patients, detection
of HHV-6 DNAemia preceded that of CMV DNAemia
byamedian of 15 days (range: 2-50 days). The remaining
18 patients developing CMV DNAemia had no HHV-6
DNA detected in plasma. HHV-6 and CMV DNAemia
overlapped in 11 of the 21 patients. In the remaining 10
patients, CMV DNAemia was detected after HHV-6
DNAemia clearance.

The peak level of HHV-6 DNAemia in patients
who subsequently experienced an episode of active
CMV infection (median 190 copies/mL, range:
26-13,661 copies/mL), and that in patients who did
not develop it (median 214 copies/mL, range: 65-478
copies/mL) were not significantly different (P = .85).
The kinetics profile of CMV DNAemia in patients
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HHV-6 DNAemia (log,, copies/mL plasma)

Days after transplant

Figure I. Kinetics of human herpesvirus 6 (HHV-6) plasma DNAemia in
27 allogeneic stem cell transplant recipients who had | or more positive
results by a real-time PCR (lower detection limit, 10 DNA copies/mL).

with or without a preceding episode of HHV-6
DNAemia was next investigated. As shown in Table
2, we found no significant differences between the
groups in terms of the time to the first CMV PCR-pos-
itive result, the day of initiation of preemptive treat-
ment and its duration, the initial antigenemia and
DNAemia values, the peak viral load, the duration of
DNAemia, and the number of preemptively treated
or self-resolving episodes. Furthermore, no significant
correlation (P = .43) was found between the peak
levels of HHV-6 and CMV DNAemia.

Doubling Times of HHV-6 and CMV

As a complementary approach to assess the effect of
active HHV-6 infection on CMV replication, we esti-
mated the rate of CMV replication in patients with or
without a preceding episode of HHV-6 DNAemia. As
explained in the methods section, we used 2 different
approaches and obtained comparable results (not
shown). Data are depicted in Figure 2. The median d¢
of HHV-6 was 0.90 days, ranging from 0.2 to 1.71
days, which was significantly (P <.001) shorter than
that of CMV (median 1.72 days, range: 0.60-12.8
days). The median dt of CMV in patients with prior
HHV-6 DNAemia was 1.72 days (range: 0.90-12.8
days), and did not differ significantly (P =.64) from
thatin patients with no documented HHV-6 DNAemia
(median 1.56 days, range: 1.07-8.50 days). The latter 2
subgroups of patients were matched for donor CMV se-
rostatus, donor type (related/unrelated; matched/mis-
matched), source of stem cells and conditioning, and
GVHD prophylaxis regimens (not shown).

Effect of Active HHV-6 Infection
on CMV-Specific Imnmune Reconstitution
Early after Transplant
We investigated whether the occurrence of active
HHV-6 infection had any measurable effect on the
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Table 2. Active CMV Infection Profile in Patients with or without a Preceding Episode of Human Herpesvirus 6 (HHV-6) DNAemia

HHV-6 DNAemia

Virologic Parameter Yes (n =2I) No (n=18) P Value*

First CMV PCR

Positive, day 29 (6-66) 36 (0-70) 95
Initial CMV load in copies/mL 41 (25-2300) 45 (25-7276) 71
Peak CMV load in copies/mL 1207 (25-212,320) 1302 (25-65,945) .90
Duration CMV

DNAemia, days 29 (5-100) 24 (3-98) 91
Initiation of preemptive therapy, days 36 (24-67) 36.5 (12-96) 21
Initial antigenemia value (positive cells/200,000 PMNLs) 3(1-210) 3 (1-50) 46
Self-resolving episodest 5 6 51
Duration of preemptive treatment 22 (14-60) 26.5 (14-90) 71

CMV indicates cytomegalovirus; PCR, polymerase chain reaction; PMNL, polymorphonuclear leukocytes.

Figures are given as median numbers (range).
*Analysis performed by use of Mann-Whitney U-test.

TEpisodes of CMV DNAemia resolved without implementation of preemptive therapy.

recovery of pp65 and IE-1-specific IFNy-CD8" and
IFNy CD4" T cell responses early after transplant
(median 32 days; range: 26-48 days). As shown in
Table 3, overall, peripheral counts of both T cell sub-
sets in patients experiencing HHV-6 DNAemia prior
to day 30 were not significantly different from those
in patients with no documented HHV-6 DNAemia.
We performed a similar analysis on 2 subgroups of pa-
tients: 1 including patients not developing active CMV
infection during the follow-up period (n=23), of
whom 6 had HHV-6 DNAemia and 17 did not, and
the other including patients who developed an active
CMV infection beyond day 30 posttransplant
(n=14), of whom 6 had a preceding episode of
HHV-6 DNAemia and 8 did not. Again, we found
comparable levels of both CMV-specific T cell subsets
in both subgroups, irrespective of whether a preceding
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Figure 2. Doubling times (dt) in days of human herpes virus 6 (HHV-6)
and cytomegalovirus (CMV). The dts of CMV in patients with a preceding
episode of HHV-6 DNAemia and in those with no documented HHV-6
DNAemia are represented separately in the right columns. Horizontal
bars represent median values.

episode of HHV-6 DNAemia had been documented
or not.

We also assessed whether occurrence of HHV-6
DNAemia had any effect on the magnitude of the
CMV-specific immune response elicited by CMV rep-
lication. Blood samples drawn at a median of 63 days
(range: 56-74 days) after transplant were available
from 14 patients developing active CMV infection
within 30 to 60 days after transplant. Seven of these pa-
tients had an episode of HHV-6 DNAemia preceding
that of active CMV infection. Median IFNy-CD8™
and IFNy CD4" T cells in these patients (0.44 cells/
pL, and 0.34 cells/uL, respectively) did not differ sig-
nificantly (P = .23) from that in patients with no prior
episode of HHV-6 DNAemia (0.28 cells/uL, and 0.24
cells/uL).

Risk Factors for HHV-6 and CMV DNAemia

In our cohort, receipt of a graft from an unrelated
or and HLA-mismatched donor, the use of umbilical
cord blood as a source of hematopoietic stem cells,
myeloablative conditioning, and the use of prednisone
in GVHD prophylaxis were significantly associated
with the occurrence of HHV-6 DNAemia in the uni-
variate analysis (Table 4). Other covariates such as
age, sex, underlying disease, and donor CMV serosta-
tus were not associated with HHV-6 DNAemia (not
shown). In the multivariate analysis, the source of
stem cells and the receipt of a graft from an unrelated
or an HLA-mismatched donor were independently
associated with HHV-6 DNAemia (Table 4).

The univariate analysis identified several risk factors
significantly associated with the occurrence of CMV
DNAemia: receipt of a graft from an HLA-mismatched
donor (RR = 1.5,95% CI, 1.1-2.4, P = .04) or an unre-
lated donor (RR = 1.6,95% CI,1.0-2.4, P = .01), use of
prednisone in GVHD prophylaxis regimen (RR = 1.8,
95% CI,0.6-5.0, P = .00), and prior HHV-6 DNAemia
(RR=1.6,95% CI, 1.1-2.4, P = .01). Nevertheless, in
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Table 3. Early Reconstitution (day +30) of pp65 and IE-1-
Specific IFNy-Producing CD8* and CD4'T Cells in Patients
Either Experiencing or Not human Herpesvirus 6 (HHV-6)
DNAemia

HHV-6 No HHV-6

Patient Group DNAemia DNAemia P Value*

All patientst

IFNy CD8" 0.30 (0-1.54) 0.1 (0-3.11) 52

IFNy CD4" 032 (0-1.54) 0.18 (0-7) 54
No CMV DNAemia prior to

day +100%

IFNy CD8* 092 (0-1.54) 042(0-3.11) .83

IFNy CD4" 0.78 (0-3.76)  0.59 (0-7) 66
CMV DNAemia beyond day +30§

IFNy CD8* 0.26 (0-0.56) 0(0-0.42) .18

IFNy CD4* 020 (0-1.02) 004(0-032) .34

CMV indicates cytomegalovirus.

Figures are cells/pL blood, and are given as median numbers (range).
*Analysis performed by use of Mann-Whitney U-test.

TAII 37 patients either experiencing or not CMV DNAemia.

$This group included 23 patients, of whom 17 developed HHV-6
DNAemia prior to day 30 posttransplant and 6 did not.

§This group included 14 patients, of whom 6 developed HHV-6
DNAemia prior to day 30 posttransplant and 8 did not.

the multivariate analysis, in which HHV-6 DNAemia
was introduced as a time-dependent variable, only the
receipt of a graft from an HLA-mismatched donor
retained significance (Table 5).

HHV-6 DNAemia, CMV DNAemia, and Clinical
End Points

We investigated whether HHV-6 DNAemia had
any effect on the time to neutrophil and platelet en-
graftment. All but 1 patient had achieved neutrophil
engraftment by day +30, whereas 80% and 92% of pa-
tients had achieved platelet engraftment by days +30
and +50, respectively. Only patients displaying
HHV-6 DNAemia before day +30 (25 of 27 patients)
were included for analysis. The occurrence of HHV-6
DNAemia had no significant effect on neutrophil en-
graftement by day +30 (HR, 1.0; 95% CI, 0.8-1.7;
P =85), or platelet engraftment by day +30 (HR,
0.9; 95% CI, 0.7-2.1; P="36) or by day +50 (HR,
1.1;95% CI, 0.6-2.7; P = .54).

We also assessed the potential effect of HHV-6
and CMV DNAemia in the development of high grade

Table 4. Analysis of Risk Factors Associated with the
Development of Human Herpesvirus 6 (HHV-6) DNAemia

RR (95% ClI) P Value
Risk Factor Univariate Multivariate

Unrelated donor 45(19-107) .00 1.7(04-3.1) .0l
HLA mismatched donor 2.5 (0.8-7.4) .00 1.8(07-38) .00
Myeloablative conditioning 2.4 (1.3-4.4) .03  1.2(05-14) .08
Cord blood graft 33 (2.1-53) .00 1.8(04-33) .00
Prednisone in GVHD

prophylaxis 1.5 (0.5-4.3) 00  1.2(06-1.9) 21

RR indicates relative risk ratio (95% confidence interval); GVHD,
graft-versus-host disease.
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(I to IV) aGVHD by day +100 after transplantation.
Both virologic events were considered for analysis only
if they preceded the occurrence of the clinical end
point. Grades II-IV aGVHD occurred in 7 of 24
patients with no evidence of HHV-6 and CMV
DNAemia, and in 16 out of 44 patients who developed
either HHV-6 DNAemia, CMV DNAemia, or both.
Neither HHV-6 DNAemia (HR, 0.9; 95% CI, 0.3-
1.9; P = .6) nor CMV DNAemia (HR, 0.8; 95% CI,
0.2-2.1) were significantly associated with subsequent
development of high grade aGVHD.

No clinical events potentially associated with
HHV-6 reactivation in allo-SCT recipients (CNS dys-
function, idiopathic pneumonia syndrome, or skin rash
not because of GVHD) were observed in our cohort.
In addition, we sought to determine whether the oc-
currence of HHV-6 DNAemia, CMV DNAemia, or
both had any influence on all-cause mortality during
the study period. Eleven patients had died by +100
(5 because of severe aGVHD, 4 because of relapse,
and 2 as a result of a systemic infection). Of the 11 pa-
tients, 4 had no documented HHV-6 or CMV DNAe-
mia, 5 had only CMV DNAemia, and 2 displayed
HHV-6 and CMV DNAemia. The scarce number of
clinical events precluded any meaningful statistical
analysis.

DISCUSSION

In our cohort of allo-SCT recipients, almost 40%
of patients experienced HHV-6 DNAemia, which oc-
curred most frequently around the time of engraft-
ment. This percentage might have been even higher
as we could not rule out the occurrence of HHV-6
DNAemia very early after transplant in a couple of pa-
tients from whom no plasma samples drawn within the
first 4 weeks after transplantation were available for
analysis. Incidence rates of active HHV-6 infection
ranging from 28% to 78% have been published
[11,16-28]. Discrepancies among these studies are
likely due to variations in the laboratory method and
type of specimen employed for detecting HHV-6,
the frequency of virologic monitoring and the clinical
characteristics of the patients. We used a highly sensi-
tive real-time PCR assay and plasma instead of leuko-
cytes for quantification of HHV-6 DNAemia.
Although it remains a matter of debate [25,29], the
level of plasma HHV-6 DNAemia appears to reliably
reflect the degree of viral systemic replication. In our
cohort, HHV-6 variant B was implicated in all epi-
sodes (n = 16) analyzed (not shown), and the kinetics
of DNAemia was not suggestive of HHV-6 genome
integration [30].

In accordance with previous reports [19,21,25,31],
the receipt of a graft from an unrelated or HLA-mis-
matched donor and the use of umbilical cord blood as
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Table 5. HHV-6 DNAemia as a Risk Factor for the
Development of Cytomegalovirus (CMV) DNAemia

Risk Factor HR (95% ClI) P Value
Unrelated donor 1.8 (0.7-4.6) .18
HLA mismatched donor 4.7 (1.1-21.5) .04
Prednisone in GYHD
prophylaxis 1.2 (0.7-1.9) 40
HHV-6 DNAemia 12 (05-27) .65

HR indicates hazard ratio (95% confidence interval [CI]); GVHD,
graft-versus-host disease.

Analysis was performed by Cox proportional hazards regression.
HHV-6 DNAemia was included as a time-dependent variable.

the source of stem cells were independently associated
with the development of HHV-6 DNAemia.

The kinetics of HHV-6 DNAemia in our patients
was comparable with that reported in other series
[11,19-22,24-27]. That is, peak incidences occurring
within the second and third weeks after transplant,
peak viral load being reached within 3 to 4 weeks post-
transplant, and median duration of episodes <2 weeks.
In our setting, most episodes were self-limited, that s,
they resolved without the implementation of antivirals
with activity against HHV-6, such as (val)ganciclovir.
This appears to be the most frequent outcome of active
HHV-6 infection in patients with low to intermediate
levels of HHV-6 DNAemia [32], as those in our series.
The peak plasma levels of HHV-6 DNAemia in our
patients were comparable with those reported by
Zerr et al. [11], but markedly lower than those pub-
lished by Ogata et al. [25]. Again, differences in the
characteristics of patients and/or in the method used
for HHV-6 DNA quantification may account for this
discrepancy.

Contradictory data have been reported on the in-
fluence of HHV-6 DNAemia on the time to neutro-
phil and platelet engraftment [11,19,25,26]. In our
cohort, we observed no effect of HHV-6 DNAemia
in neutrophil engraftment by day +30, and platelet en-
graftment by days +30 and +50. The limited number
of events included in our analysis does not allow us to
draw definitive conclusions on this matter. We also
found no significant association between the occur-
rence of HHV-6 or CMV DNAemia and an increased
risk of development of high grade (IT to IV) aGVHD.
This association has been previously documented for
HHV-6 [11,33], but not for CMV [33]. Again, the
scarce number of clinical events included minimizes
the significance of our analysis.

HHV-6 is known to display immunomodulating
and immunosuppressive properties, and thereby it
may lead to enhanced CMV replication [4]. In this
context, HHV-6 replication has been related to an in-
creased risk of active CMV infection and disease in
solid organ transplant recipients [4-9]. Nevertheless,
little is known about the biologic and clinical
consequences of the interaction between both beta
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herpesviruses in the allo-SCT setting. Should the
role of HHV-6 in promoting CMV replication be
proven, then the documentation of HHV-6 DNAemia
could become an indication for prophylaxis against
CMYV infection to prevent or minimize the effects of
such an interaction. Previous studies showed that
allo-SCT recipients experiencing HHV-6 DNAemia
are more prone to subsequently developing an episode
of active CMV infection, as determined by blood cul-
ture, pp65 antigenemia or leukocytes or plasma CMV
DNAemia [10,19,23,24,25,26,28], although this asso-
ciation did not reach significance in all series. Yet,
there is no evidence of a relationship between active
HHV-6 infection and a higher risk for CMV disease.
In our series, an association between HHV-6 DNAe-
mia and the subsequent occurrence of CMV DNAe-
mia was observed, yet most episodes of HHV-6
DNAemia had been cleared spontaneously or were in
the process of resolution at the time of CMV DNAe-
mia detection. In fact, overlapping HHV-6 and
CMV DNAemia was only observed in around half of
patients. Interestingly, the peak level of HHV-6
DNAemia in patients who subsequently developed
an episode of CMV DNAemia was comparable with
that in patients who did not. Although this observation
argues against a direct role of HHV-6 in predisposing
to the development of active CMV infection, the pos-
sibility that active HHV-6 infection triggered CMV
reactivation by a direct interaction independent of
the viral load could not be definitely rule out.

We were interested in determining whether the
occurrence of HHV-6 DNAemia had any impact on
the pattern of active CMV infection. Our data do not
support this hypothesis. First, no correlation was
found between the peak levels of HHV-6 and CMV
DNAemia. Such a correlation would be expected in
a scenario where HHV-6 directly interacts with
CMV [9]. Our observation is in keeping with a previous
report [19], but in contrast to that of others [26]. In the
latter study, however, active CMV infection was mon-
itored by CMV antigenemia assay. Second, the occur-
rence of HHV-6 DNAemia had no apparent impact on
the kinetics of active CMV infection, as assessed by the
precocity of onset, inital, and peak levels of CMV
DNAemia and the viral doubling time. Furthermore,
the duration of CMV DNAemia was comparable in
patients with or without a preceding episode of
HHV-6 DNAemia. This observation was not biased
by a different use of val(ganciclovir) in either group,
as the number of episodes preemptively treated and
the duration of antiviral courses were not significantly
different between groups.

Our data are also against a role of HHV-6 in pro-
moting CMV replication by inhibiting the reconstitu-
tion of CMV-specific T cell immunity. In a previous
study, a trend for an inverse correlation between
HHV-6 viral load and the presence of CMV-specific
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lymphoproliferative responses was reported [10]. We
previously showed that peripheral blood levels of
pp65 and IE-1 CMV-specific IFNy-producing
CD8" and CD4" T cells correlate with protection
against CMV DNAemia [15]. We measured peripheral
counts of both T cell subsets around day 30 posttrans-
plant in patients either experiencing an episode of
HHV-6 DNAemia prior to that time point or not de-
veloping it during the study period. We observed no
apparent effect of HHV-6 DNAemia on the level of re-
constitution of either T cell population, regardless of
whether CMV DNAemia subsequently developed or
not. As expected on the basis of previous investigations
of our group [15], lower levels of CMV-specific T cells
were seen in patients experiencing CMV DNAemia
than in those who remained free of it. Differences in
the type of specimen used for HHV-6 DNA detection,
the method for assessing the immune response against
CMV, or the timing of immunologic monitoring may
account for the discrepancy between our study and that
of Wang et al. [10]. We also observed that peripheral
levels of both T cell subsets by day +60 in patients
developing an episode of active CMV infection within
30 to 60 days after transplant were comparable in pa-
tients with or without a preceding episode of HHV-6
DNAemia. Taken together, the data indicated that oc-
currence of HHV-6 DNAemia had no effect either in
the reconstitution of CMV-specific immunity or in the
magnitude of the CMV-specific immune response eli-
cited by CMV replication. It remains to be determined
whether the occurrence of HHV-6 DNAemia has an
effect on recovery of CMV-specific immunity at later
times after transplant.

The temporal association between HHV-6 and
CMV DNAemia may just be the result of a severe im-
munosuppressive condition of patients that triggers vi-
ral coactivation, and not necessarily because of their
interaction. In line with this assumption, we found
the receipt of a graft from an HLA-mismatched donor
being independently associated with the occurrence of
either HHV-6 or CMV DNAemia in our cohort.
Moreover, in the multivariate model, including risk
factors that were associated significantly with the de-
velopment of CMV DNAemia in the univariate analy-
sis, HHV-6 DNAemia did not retain significance,
although a trend for an association was evident.

The earlier appearance of HHV-6 in the blood
compartment with respect to that of CMV does not
necessarily imply a different temporal pattern of reac-
tivation. In fact, precise dating of beta herpesvirus
reactivations may only be achieved by virologic moni-
toring at mucosal or tissue sites [34]. The rate of virus
replication may be a relevant factor in determining the
precocity of the onset of viral DNAemia. In this con-
text, we found the doubling time of HHV-6 was
around half that of CMV (0.9 versus 1.7 days), which
is in accordance with a previous estimation [35]. Other
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pathogenetic factors, such as the ease of access into the
blood compartment and the relative stringency of vi-
rus-cell association, which may differ between both
beta herpesviruses, might also be of relevance.

In conclusion, our data favor the hypothesis that
a state of severe immunosuppression leads to HHV-6
and CMV coactivation, but argue against a role of
HHV-6 in predisposing the development of CMV
DNAemia or influencing the course of active CMV
infection. Nevertheless, validation of this assumption re-
quires further studies analyzing larger series of patients.
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The dynamics of CMV pp65 and |E-1-specific
IFNvy-producing CD8* (IFNy CD8') and CD4"
(IFNy CD4") T cells and CMV DNAemia were
assessed in 19 pre-emptively treated episodes
of active CMV infection. Peripheral counts of IFNy
CD8" and IFNy CD4" T cells inversely correlated
with CMV DNAemia levels (P=<0.001 and
P=0.003, respectively). A threshold value of
1.3cells/ul predicting CMV DNAemia clearance
was established for IFNy CD8" T cells (PPV, 100%;
NPV, 93%) and for IFNy CD4" T cells (PPV, 100%;
NPV, 75%). Undetectable T-cell responses were
usually observed at the time of initiation of pre-
emptive therapy. Either a rapid (within 7 days)
or a delayed (median 31 days) expansion
of both T-cell populations concomitant with
CMV DNAemia clearance was observed in 5 and
8 episodes, respectively. An inconsistent or a lack
of expansion of both T-cell subsets was related to
a persistent CMV DNAemia. Robust and main-
tained CMV-specific T-cell responses after CMV
DNAemia clearance and cessation of antiviral
therapy were associated with a null incidence of
relapsing infections at least during the following
month. Data obtained in the present study may be
helpful in the design of therapeutic strategies for
the management of active CMV infections in the
allo-SCT recipient. J. Med. Virol. 82:1208-
1215, 2010. © 2010 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: cytomegalovirus; IFNy CD8"
and CD4" T cells; active
CMV infection; immunological
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monitoring; stem cell trans-
plantation

INTRODUCTION

Pre-emptive antiviral therapy has been adopted by
most transplant centers as the first-choice strategy
for the prevention of cytomegalovirus (CMV) disease
following allogeneic stem cell transplantation (allo-
SCT) [Boeckh et al., 2003; Griffiths et al., 2008]. While
this strategy has been shown to dramatically reduce the
incidence of early CMV disease [Boeckh et al., 2003;
Ljungman, 2008], it probably results in over-treatment,
as a number of patients who would never progress to
CMV disease are treated nevertheless [Ljungman,
2006; Avetisyan et al., 2007]. Hopes have been raised
that routine immunological monitoring for CMV-spe-
cific T-cell immunity may improve the management of
active infection, leading to a more targeted use of
antivirals and allowing the identification of patients at
high risk for relapsing infections and end-organ disease.
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CMV-Specific Inmunity During Episodes of CMV DNAemia

Nevertheless, to date, assessment of CMV-specific T-cell
immunity has not had a major impact on clinical
management of active CMV infection. In order to design
potential intervention strategies based on immuno-
logical monitoring, characterization of the kinetics of
functional CMV-specific T cells during episodes of active
CMV infection is required. Studies addressing this issue
are, however, scarce [Aubert et al., 2001; Foster et al.,
2002; Widmann et al., 2008]. Resolution of episodes of
active CMV infection in the allo-SCT setting appears to
be ultimately dependent on the expansion of functional
CMV-specific T cells in response to CMV replication
[Quinnan et al., 1982; Reusser et al., 1991; Riddell et al.,
1992]. In this regard, we have previously shown that the
lack of prompt expansion of CMV pp65 and IE-1-specific
IFNy-producing CD8" (IFNy CD8") and CD4" (IFNy
CD4") T cells is associated with rising levels of pp65
antigenemia and DNAemia during pre-emptive therapy
and prolonged duration of antiviral treatment [Tormo
etal., 2010]. In the present study, the dynamics of CMV-
specific IFNy CD8" and IFNy CD4" T cells, which we
have previously shown to confer protection against
CMYV infection [Solano et al., 2008], and those of CMV
DNAemia were assessed in a number of episodes of
active CMV infection. Data obtained in the present
study are of potential interest for the therapeutic
management of active CMV infections in the allo-SCT
recipient.

MATERIALS AND METHODS
Patients

Patients undergoing allo-SCT between December
2008 and May 2009 at the participating hospitals were
eligible for inclusion. The study was approved by the
Ethics Committees. All patients gave their informed
consent to participate in the study. CMV-seronegative
patients receiving a graft from a CMV-seronegative
donor were not included in the study. Only episodes
of active CMV infection treated pre-emptively were
included for analysis. The end of the study period was
June 22, 2009. Clinical and demographic data of the
patients are shown in Table L.

Management of Active CMV Infection

Virological monitoring of CMV infection was per-
formed by use of the pp65 antigenemia assay (Diag-
nostics® CMV pp65 Antigenemia Immunofluorescence
assay, Chemicon International, Temecula, CA), and/or
a plasma real-time PCR assay (CMV real-time PCR,
Abbott Molecular, Des Plaines, IL, or LightCycler CMV
Quant Kit, Roche, Branchburg, NJ) as previously
reported [Solano et al., 2001; Gimeno et al., 2008]. Pre-
emptive therapy with oral valganciclovir (900 mg/12 hr)
or i.v. ganciclovir (5 mg/kg/12hr) was initiated upon a
positive antigenemia result (>1pp65 positive cells/
200,000 cells) or detection of >1,000 CMV DNA copies/
ml in plasma depending on the participant institution,
and discontinued following two consecutive negative
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TABLE I. Demographic and Clinical Data of the Patients

Parameter
Patients 18
Median age, years (range) 52.5 (17-67)
Sex, no. male patients/no. female patients 12/6
Diagnosis, no. patients (%)
Non-Hodgkin’s lymphoma 8 (44)
Acute myeloid leukemia 4(22)
Multiple myeloma 3(16)
Myelodysplastic syndrome 2 (11)
Chronic lymphocytic leukemia 1(6)
CMV serostatus, no. patients (%)
D+/R+ 9 (50
D-/R+ 6 (33)
D+/R- 3(16)
Donor type, no. patients (%)
HLA-identical sibling 10 (55)
Matched unrelated donor 5(28)
Mismatched related donor 3(16)
Conditioning regimen, no. patients (%)
Non-myeloablative 14 (77)
Myeloablative 4(22)
Stem cell source
Peripheral blood 16 (88)
Umbilical cord blood 1(6)
Bone marrow 1(6)
Acute or chronic GvHD during episodes of
active CMV infection
Grades 0-1 12 (66)
Grades II-1IV 6 (33)

D, donor; R, recipient; +, CMV seropositive; —, CMV seronegative;
GvHD, graft versus host disease.

antigenemia or plasma PCR results (also depending on
the participant hospital) obtained 3-7 days apart
after a minimum of 2 weeks of treatment. Foscarnet
(i.v. 60 mg/kg/12 hr) was used instead of ganciclovir in
patients with severe neutropenia, and in some patients
not responding to ganciclovir therapy after 3 weeks of
treatment. For analysis purposes, the duration of a
given episode was that comprised between the day of
initiation of pre-emptive therapy and the day of the first
negative DNAemia result. Diagnosis of CMV disease
was achieved as previously reported [Solano et al.,
2001; Gimeno et al., 2008]. When clinically indicated,
patients received transfusions of leukocyte-depleted
and irradiated packed red cells and platelets.

Immunological Monitoring

Enumeration of CMV-specific IFNy CD8" and IFNy
CD4" T lymphocytes was carried out by flow cytometry
for ICS (BD Fastimmune, BD-Beckton Dickinson
and Company-Biosciences, San Jose, CA) as described
previously [Solano et al., 2008]. Briefly, whole blood was
simultaneously stimulated with two sets of 15-mer
overlapping peptides encompassing the sequence of
pp65 and IE-1 CMV proteins (2pug/ml/peptide),
obtained from JPT peptide Technologies GmbH (Berlin,
Germany), in the presence of 1pug/ml of costimulatory
mAbs to CD28 and CD49d for 6 hr at 37°C. Brefeldin A
(10 pg/ml) was added for the last 4 hr of incubation Cells
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were permeabilized and stained with a combination of
labeled moAbs (anti-IFNy-FITC, anti-CD69-PE, anti-
CD4 or CD8-PerCP-Cy5.5 and anti-CD3-APC when the
IFNy CD8" kit was used). Cells were analyzed on a
FACSCalibur flow cytometer using CellQuest software
(BD Biosciences Immunocytometry Systems, San Jose,
CA). CD4" and CD8" events were gated and then
analyzed for the CD69 activation marker and IFNy
production. The total number of CMV-specific IFNy
CD4" and IFNy CD8" T cells was calculated by multi-
plying the percentages of CMV-specific T cells producing
IFNY upon stimulation (after background subtraction)
by the absolute CD4" and CD8" T cell counts. The
specific responses were considered those >0.1% for both
CD4* and CD8" T cells.

Immunological monitoring was performed once or
twice a week during episodes of active CMV infection.
For some patients, several blood samples drawn after
resolution of the episode of active CMV infection
were available for immunological analysis. A total of
146 blood samples from the 18 patients (median
7 samples; range, 2—15 samples) were analyzed.

Sequence Analysis of the UL54 and UL97 Genes

CMV DNA extraction from plasma specimens was
carried out using the High Pure nucleic acid kit
(Roche Diagnostics, GmbH, Manheim, Germany). The
extracted viral DNA was used as a template for
amplification of a 975bp region of the UL97 gene
spanning codons 429-753, and two regions of the
UL54 gene spanning codons 345-625, and 645-1,013,
as previously described [Tormo et al., 2009]. The PCR
products were purified by the QIAquick purification kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany), sequenced by the
ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
v3.1 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA), and
analyzed on an ABI 310 automated DNA sequencer.

Tormo et al.

Statistical Analysis

Data were analyzed with the aid of the statistical
package SPSS (version 15.0). Comparisons were carried
out using the non-parametric Mann—Whitney U-test for
unpaired continuous data and the Wilcoxon test for
paired continuous data. The Spearman rank test was
used for analysis of correlation between continuous
variables. For calculation purposes undetectable CMV-
specific responses were computed as 0 cells/ul. A P-value
<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS
Features of Episodes of Active CMV Infection

Nineteen episodes of active CMV infection (in
18 patients) were included for analysis. The episodes
occurred at a median of 56 days post-transplant (range,
14-330 days). Thirteen out of the 19 episodes
(in 12 patients) resolved within the study period
(Table II). The remaining 6 episodes (in six patients)
were still active at the end of the follow-up, after a
median of 30 days (range, 14-97 days) of initiation of
pre-emptive therapy (Table III). Three out of these six
patients died during the study period (the cause of death
was bacterial sepsis in one patient and severe GvHD in
the other two patients).

CMV-Specific T Cells at the Time of
Initiation of Pre-Emptive Therapy

We firstly assessed the CMV-specific T-cell response
at the time of initiation of pre-emptive therapy. Blood
samples for immunological analysis were available
from 14 episodes (9 of them developed before day 100
post-transplant). Undetectable [IFNy CD8" and CD4 " T-
cell responses were observed in 13 out of the 14 episodes.
In the remaining episode, which was still active at the
end of the follow-up, low levels of both CMV-specific T-

TABLE II. Virological and Immunological Data of Episodes of Active CMV Infection, the Resolution of Which Occurred During
the Study Period

CMV-specific T-cell response IFNy CD8"/IFNy CD4™ (cells/ul)

First detected response (day) At first negative PCR (day)

CMV DNAemia (copies/ml)

Episode (day PT) Initial Peak Duration (days)
1(232) 1,125 1,125 7
2 (115) 800 800 3
3 (293) 2,460 2,460 7
4(41 890 890 7
5 (40) 1,800 1,800 6
6 (59) 560 1,200 15
7(14) 1,100 3,200 16
8(30) 1,100 6,200 94
9 (26) 1,980 1,980 20
10 (53) 3,600 4,560 55
11 (63) 1,270 3,700 61
12 (27) 1,200 3,100 31
13 (65) 7,200 15,110 31

15.13/0.12 (7) -
2.09/1.61 (3) —

15.20/5.20 (7) —

14.01/1.90 (7) —
1.31/0.43 (6) —
0.90/0.38 (15) —
1.45/0.67 (16)
0.50/0.40 (21)
0.65/0.19 (7)
0.21/0.62 (21)
0.22/0.01 (7)
0.67/0.06 (5)
1.28/0.46 (9)

6.24/0.55 (94)
0.82/0.56 (20)
2.46/1.23 (55)
1.36/0.48 (61)
4.34/0.70 (31)
10.62/0.35 (31)

PT, post-transplant.

Day in the column for the first detected CMV-specific T-cell responses refers to days after initiation of pre-emptive therapy. Episodes 2 and 3

developed in the same patient.
*First detected response concomitant with first negative PCR.
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TABLE III. Virological and Immunological Data of Episodes of Active CMV Infection That Were Still Active at the End of the
Study Period

CMV DNAemia (copies/ml)

CMV-specific T-cell response
IFNy CD8'/IFNy CD4" (cells/pl)

Episode (day PT) Initial Peak (day) First detectable response (day) Peak level (day) Treatment
1 (330) 2,390 3,790 (7) 0.96/0.19 (20) — FOS/VGCV
2 (62) 2,320 35,450 (12) 1.28/1.27 (8) — VGCV

3 (160) 1,350 10,200 (30) 0.03/0.06 (7) — VGCV
4(42) 5,440 5,500 (9) 0.09/0.46 (9) — FOS

5 (55) 5,600 23,450 (19) ND N. VGCV

6 (36) 720 1,290 (23) 0.03/0.26 (0) 0.53/0.66 (8) GAN

FOS, foscarnet; VGCV, valganciclovir; GAN, ganciclovir; ND, not detectable; PT, post-transplant.

Day in columns refers to days after initiation of pre-emptive therapy.
“The peak level was the first detected response.

cell subsets were detected (0.03 IFNy CD8" T cells/ul
and 0.26 IFNy CD4" T cells/ul). Nine out of the
14 episodes resolved within the study period, with
the time to negative conversion of CMV DNAemia
varying widely (3—94 days), while no control of CMV
replication was achieved in the remaining 5 episodes.
These data indicated that peripheral levels of IFNy
CD8" and IFNy CD4" T cells at the time of initiation
of pre-emptive therapy were not predictive of the
virological outcome of the episode.

Kinetics of CMV-Specific T Cells and CMV
DNAemia During Episodes of Active
CMV Infection

We investigated the dynamics of both CMV-specific
T-cell subsets and CMV DNAemia during 19 pre-
emptively treated episodes of active CMV infection.
Overall, peripheral counts of IFNy CD8" and IFNy
CD4" T cells inversely correlated with CMV DNAemia
levels (6 =—-0.806; P=<0.001, and 6 = —712; P=0.003,
respectively), yet detectable CMV-specific T-cell
responses were observed in the presence of CMV
DNAemia at some time points, both in unresolved
episodes and in episodes which eventually cleared. We
found however, that IFNy CD8" (median, 0.38 cells/ul;
range, 0.03—1.28cells/ul) and IFNy CD4" (median,
0.32 cells/pl; range, 0.06—1.27 cells/ul) T-cell levels in
the presence of CMV DNAemia were significantly lower
(P=<0.000 for IFNy CD8" and P=<0.003 for IFNy
CD4" T cells) than IFNy CD8" (median, 2.46 cells/pl;
range, 0.82—15.02cells/ul) and IFNy CD4" (median
0.56 cells/ul; range, 0.12—5.2cells/ul) T-cell levels at
the time of the first negative PCR result. Taking into
consideration the peak value for IFNy CD8" T cells
(1.28 cells/pl) found in the presence of CMV DNAemia, a
threshold value of 1.3 cells/ul predicting CMV DNAemia
clearance (negative PCR) was established in our cohort
(PPV, 100%; NPV, 93%). A certain degree of overlap was
found between IFNy CD4" T cell values in the presence
of CMV DNAemia and those at the time of the
first negative PCR result. Thus, setting a threshold
(1.3 cells/ul) above the peak value (1.27 cells/ul) found in
the presence of CMV DNAemia resulted in a lower NPV
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(75%). Therefore, the number of IFNy CD8 T cells was a
more reliable marker for predicting CMV DNAemia
clearance in our cohort.

Three different kinetic patterns of IFNy CD8" and
IFNy CD4" T cells were observed in relation to CMV
DNAemia: (i) a rapid expansion within the first week
after initiation of pre-emptive therapy (median 7 days;
range, 3-7 days) concomitant with CMV DNAemia
clearance was observed in 5 episodes (see episodes 1-5
in Table IT). An expansion within the third week (days 15
and 16) was observed in two additional episodes (see
episodes 6 and 7 in Table II). Overall, median increases
of 2.09 IFNy CD8" T cells/ul (range, 0.9—15.13 cells/ul)
and of 0.67 IFNy CD4 " T cells/ul (range, 0.12—5.20 cells/
ul) from baseline were observed in these episodes. None
of these patients was under corticosteroid treatment
during the episode of active CMV infection. Figure 1A
depicts a representative episode of this kinetics pattern
(episode 4 in Table II); (i) an early expansion (median
8 days; range, 5—21 days) of a lower magnitude (median
increase of 0.57 IFNy CD8" T cells/ul; range, 0.21—
1.2 cells/ul; P=0.02, and of 0.29 IFNy CD4" T cells/ul;
range, 0.01-0.62; P=0.063) than that observed in
rapidly cleared episodes with delayed resolution of
CMV DNAemia (median 31 days, range, 20-94 days),
concomitant with a further expansion of both T-cell
subsets (median increase of 3.05 IFNy CD8" T cells/ul
and of 0.42 IFNy CD4* T cells/ul; P=0.001 and P = 0.04,
respectively) was observed in 6 episodes (see episodes 8—
13 in Table II); Figure 1B illustrates a representative
example of this kinetics pattern (data for the episode 8 in
Table II). The two longest episodes (episodes 8 and 11)
occurred in patients under treatment with corticoste-
roids for grade III-IV GvHD, and their resolution
was coincident with steroid dose tapering; (iii) An
inconsistent or a lack of expansion of IFNy CD8"
(median, 0.06 cells/ul) and IFNy CD4" T cells (median,
0.22 cells/pl; P=0.001 and P=0.03, respectively, in
relation to T-cell increases measured in cleared epi-
sodes) with persistent CMV DNAemia that was still
detectable at the end of the follow-up period was seen in
6 episodes (Table III). Three out of these 6 episodes
developed while patients were under corticosteroid
therapy for severe GvHD. Figure 1C shows the data
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Fig. 1. Representative patterns of kinetics of CMV pp65 and IE-1-
specific IFNy-producing CD8" (IFNy CD8"—open circles) and CD4*
(IFNy CD4") T cells (black diamonds) and CMV DNAemia (triangles)
during episodes of active CMV infection. A: Patient displaying an early
expansion of CMV-specific T cells (specially involving the IFNy CD8* T-
cell subset) concomitant with CMV DNAemia resolution. Fluctuating
levels of both T-cell populations were observed after interruption of
antiviral therapy in the absence of CMV DNAemia. B: Patient
displaying an early expansion of both functional T-cell populations

for a representative case (episode 1 in Table III). The
latest plasma samples available from the longest
unresolved episodes (episodes 1 and 2 in Table III) were
screened for the presence of mutations known to confer
resistance to ganciclovir or foscarnet. No mutations
were found in either sample.

CMV-Specific T Cells After CMV DNAemia
Clearance and Relapsing Infections

None of the 12 patients in whom the episode of CMV
DNAemia resolved during the study period experienced
a relapsing episode at least during the following month
(only one of these patients received maintenance
valganciclovir therapy after CMV DNAemia clearance).
Episodes 2 and 3 in Table II developed in the same
patient. However, the relapsing episode occurred
6 months after the resolution of the preceding one.
Blood samples obtained at the time of interruption of
antiviral therapy (second antigenemia test or PCR
giving a negative result) were available for 8 episodes.
A median of 2.8 IFNy CD8" T cells/ul (range, 0.68—
19.5¢cells/ul) and of 0.38 IFNy CD4" T cells/ul
(range, 0.19-2.28 cells/ul) was found. Follow-up sam-
ples obtained after cessation of antiviral therapy (range,
3-86 days) were available from 4 episodes. Detectable
though fluctuating levels of both IFNy CD8* and IFNy
CD4" T cells were observed over time (see the Fig. 1,
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with delayed clearance of CMV DNAemia concomitant with a further
expansion of CMV-specific T cells; Fluctuating levels of both T-cell
subsets were observed prior to ultimate expansion leading to CMV
DNAemia resolution (C) Patient failing to expand either CMV-specific
functional T-cell subset and displaying persistent CMV DNAemia. This
patient was under antiviral therapy throughout the observational
period. The arrow (AT) points out to the time at which antiviral therapy
was interrupted.

panel A for a representative example), with a median of
5.1 IFNy CD8" T cells/ul (range, 0.57—47.7 cells/ul) and
0.41 IFNy CD4" T cells/ul (range, 0.19—-3.31 cells/ul).

CMV-Specific T Cells in Patients
With CMV Disease

CMV enteritis was diagnosed in three patients in the
setting of corticosteroid treatment for GvHD (Table II,
episode 13, and Table III, episodes 4 and 5). In all
cases, undetectable CMV-specific T-cell responses were
observed at the onset of the clinical manifestations of
the disease. Interestingly, in patient 12 (episode 13 in
Table II), CMV DNAemia clearance and a notable
improvement in clinical symptoms were related to a
marked expansion of IFNy CD8" T cells, which occurred
after steroid dose tapering. The remaining two patients
failed to expand CMV-specific T cells and had persistent
CMV DNAemia. Both patients died during the follow-up
period.

DISCUSSION

Several conclusions can be drawn from our data.
Firstly, peripheral counts of both IFNy CD8" and
IFNy CD4" T-cell subsets inversely correlated with
CMV DNAemia levels during episodes of active CMV
infection. Similar data were obtained in earlier studies
using pp65 peptide-tetramers [Aubert et al., 2001] or
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ICS [Widmann et al., 2008] to assess the CMV-specific
CD8" and CD4" T-cell responses, respectively. In the
latter study, however, levels of CMV peptide-specific
CD8™ T cells did not correlate with viremia [Widmann
et al., 2008]. In another study [Avetisyan et al., 2007],
patients who had detectable CMV-specific IFNy CD3*
T-cell responses at week 4 after allo-SCT displayed
lower peak mean viral loads compared with patients
who lacked a detectable response. Furthermore, the
degree of decline in CMV-specific T cells early after
transplant has been associated with the development of
CMV viremia [Eid et al., 2009]. In our study, the median
levels of both CMV-specific functional T-cell subsets
were significantly lower in the presence of CMV
DNAemia than at the time of the first negative PCR
result. A threshold value of 1.3 cells/ul for both T-cell
populations predicting CMV DNAemia clearance was
established in our cohort, the number of IFNy CD8" T
cells being a more reliable marker. These cut-off cell
levels are remarkably close to those previously deter-
mined by us [Solano et al., 2008] and by other groups
[Hebart et al., 2002; Ohnishi et al., 2005; Lilleri et al.,
2008; Moins-Teisserenc et al., 2008; Pourgheysari et al.,
2009] (different functional T-cell types) providing
protection against development of CMV antigenemia
or DNAemia.

Secondly, in agreement with a previous report by our
group [Solano et al., 2008], we found that ultimate
control of CMV replication in the course of antiviral
therapy depended on a robust and sustained expansion
of IFNy CD8™" T cells, and—to a lesser extent—of IFNy
CD4" T cells. A notable expansion of both T-cell subsets
concomitant with CMV DNAemia clearance was seen as
soon as one week after initiation of pre-emptive therapy
in 5 episodes, although, overall, T-cell expansion
controlling CMV replication was observed at a median
of 15 days after implementation of therapy. In line with
our findings, the peak median level of expanding pp65-
specific functional CD8" T cells was reported to occur
around 20 days after CMV reactivation [Hakki et al.,
2003]. In contrast, failure to expand both functional
T-cell populations in response to CMV replication
resulted in persistent CMV DNAemia despite antiviral
treatment and the fact that the emergence of resistant
strains was not documented (in the two longest
episodes).

Three out of the 6 episodes that remained active at the
end of the follow-up occurred in the setting of cortico-
steroid therapy for GvHD, supporting the well known
fact that corticosteroids impair the reconstitution of
the CMV-specific T-cell response in a dose-dependent
manner [Hakki et al., 2003; Gratama et al., 2008].

Thirdly, the marked expansion of functional CMV-
specific T cells and the maintenance of peripheral pools
of these T-cell subsets after CMV DNAemia clearance
and cessation of antiviral therapy prevented the
occurrence of relapsing episodes of active CMV infection
at least during the following month. A similar conclusion
was reached in earlier studies [Lilleri et al., 2008;
Gratama et al., 2008; Moins-Teisserenc et al., 2008].
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Three patients developed CMV enteritis. In accord-
ance with a previous report [Avetisyan et al., 2006], in all
cases clinical onset of disease occurred in the face of
undetectable IFNy CD8" and CD4" T-cell responses.
One of these patients recovered from CMV disease,
and clinical improvement, as well as CMV DNAemia
clearance, was concomitant with a robust expansion of
both functional CMV-specific T-cell populations.

Our data may have several implications for the
therapeutic management of active CMV infection in
the allo-SCT recipient. A strategy of deferred antiviral
therapy based on the detection of a CMV-specific
immune response by ELISPOT at the time of CMV
DNAemia detection was safely applied in a number
of patients late (around 3 months) after transplant
[Avetisyan et al., 2007]. In our cohort, however, no
patient stratification could be established according to
the magnitude of the CMV-specific T-cell response at
the time of initiation of pre-emptive therapy, as all but
one patient displayed undetectable responses. The lack
of a detectable CMV-specific T-cell response, however,
was not predictive of the outcome of CMV infection in
terms of the duration of CMV DNAemia. Thus, no
patients from our cohort would have benefited from
the abovementioned strategy. Our study and that of
Avetisyan et al. [2007], however, differ in the method
employed for enumeration of CMV-specific functional T
cells, and most importantly, in the time frame in which
active CMV infections occurred (early after transplant
in most of our patients and late after transplant in
theirs). Further studies are required to determine the
clinical usefulness of this therapeutic approach.

Early interruption (or dose reduction) of pre-emptive
therapy provided that a significant expansion of CMV-
specific T cells is documented may be a potential
intervention strategy based on immunological monitor-
ing. Our data indicate that peripheral levels of CMV-
specific IFNy CD8+ T cells above 1.3 cells/ul, which were
shown to be associated with CMV DNAemia clearance,
might be a reasonable threshold at which to interrupt
antiviral therapy. Our data do not allow us to be certain
about the virological efficacy and clinical safety of this
approach, as the antiviral therapy course was not
suspended in our patients until a second negative
antigenemia or PCR result. This question can only be
answered by means of a controlled clinical trial.

Relapsing episodes of active CMV infection develop at
an exceedingly high rate following the implementation
of short duration pre-emptive treatment regimens
[Gimeno et al., 2008]. We have previously shown that
their occurrence is related to the presence of low
peripheral levels of CMV-specific functional T cells after
resolution of the preceding episode [Tormo et al., 2010].
Data obtained in the present study extend our previous
observation. In effect, peripheral levels of both T-cell
subsets above the abovementioned cut-off at the time of
virological clearance and interruption of antiviral
therapy consistently prevented the occurrence of relaps-
ing episodes. In these patients a sustained but rather
fluctuating CMV-specific T-cell response was observed.
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On the basis of this finding, maintenance antiviral
therapy should be administered after CMV DNAemia
clearance provided that protective levels of functional
CMV-specific T cell are not reached at the end of the
antiviral therapy course.

Adoptive transfer of CMV-specific functional T cells is
atherapeutic option in episodes of active CMV infections
that do not respond to antiviral therapy [Einsele et al.,
2008]. According to our data, a lack of consistent
expansion of CMV-specific T cells is associated with
persistent CMV DNAemia, even in the absence of
proven resistance to antivirals. In this sense, it would
be reasonable to consider this therapeutic strategy,
rather than switching antiviral therapy, in patients
failing to respond to antivirals after 4 weeks of treat-
ment (time at which expansion of functional CMV-
specific T cells eventually controlling CMV replication
was documented in most of cleared episodes in our
cohort), provided that corticosteroid therapy is not
underway, and that emergence of antiviral-resistant
strains is ruled out.

In summary, our data suggest that routine immuno-
logical monitoring during episodes of CMV DNAemia
may yield useful information for the therapeutic
management of active CMV infection in allo-SCT
recipients. Larger studies are nevertheless needed in
order to verify this assumption.
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Reconstitution of CMV pp65 and IE-1-specific IFN-y CD8 " and
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Threshold levels of CMV-specific T-cell populations
presumably affording protection from active CMYV infec-
tion in allo-SCT recipients have been proposed, but
lack extensive validation. We quantified CMV pp65
and immediate-early 1-specific IFN-y CD8* and CD4*
T cell responses at days +30, +60 and +90 after
transplantation in 133 patients, and established cutoff cell
levels protecting from CMV DNAemia within the
first 120 days after transplantation. No patients showing
IFN-y CD8" or IFN-y CD4" T-cell counts >1.0 and
>1.2cells/pL, respectively, developed a subsequent epi-
sode of CMV DNAemia. Initial or recurrent episodes of
CMV DNAemia occurred in the face of IFN-y T-cell
levels below defined thresholds. Negative predictive values
at day +30 for the IFN-y CD8* and CD4" T-cell
markers were 68.1 and 61.8%, respectively. Recipients of
grafts from CMV seropositive, related or HLA-matched
donors, or receiving non-myeloablative conditioning had
nonsignificant tendencies to reach more frequently pro-
tective levels of both T-cell subsets at early and late (day
+365) times after transplantation. The use of anti-
thymocyte globulin and umbilical cord blood transplant-
ation were associated with impaired CMV-specific T-cell
reconstitution. CMV-specific IFN-y CD8* and CD4"*
T-cell recovery occurred irrespective of detectable CMV
DNAemia.
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Introduction

Protection from active CMV infection in the allo-SCT setting
is critically dependent on reconstitution of functional CMV-
specific CD8 " and CD4™" T cells." > Quantification of CMV-
specific T cells has been shown to be potentially helpful in
identifying patients at higher risk for developing CMV-related
clinical complications.® Pre-emptive antiviral therapy, currently
the strategy of first choice to prevent the occurrence of CMV
end-organ disease in allo-SCT recipients,” leads to significant
over-treatment, which may result in toxicity, development of
antiviral resistance or late-onset CMV disease.* Hopes have
been raised that routine immunological monitoring may
lead to a more targeted use of pre-emptive therapy. Several
surrogate immunological markers for adaptive immune
competence against CMV have been proposed.® Moreover,
threshold levels of certain CMV-specific T-cell populations
presumably affording protection from active CMV infection
and disease have been temptatively established, though their
clinical utility awaits further validation.”'® In a pilot study,
we showed that quantification of CD8* and CD4* T cells
producing IFN-y on stimulation with two peptide libraries
encompassing the entire sequence of pp63, and IE-1 allowed
the identification of patients presumably protected from
CMV DNAemia early after transplantation.' A protective
threshold level in the number of both IFN-y T-cell subsets
showing maximum specificity was established (> 1.0 cell/uL
for IFN-y CD8* T cells and > 1.2cells/uL for and IFN-y
CD47 T cells). In this study, we further tested the predictive
value of the aforementioned threshold cell levels in a large
cohort of allo-SCT recipients, and investigated the effects of
pre-transplant, clinical and virological factors on the rate
and magnitude of early and long-term reconstitution of
both CMV-specific IFN-y T-cell populations.

Patients and methods

Patients
The study group consisted of 133 patients who had
undergone T-cell-replete allo-SCT between January 2007

91



Tesis Doctoral

¢

CMV-specific immunity in allo-SCT patients
N Tormo et al

1438

Table 1 Demographic and clinical data of the patients
Parameter No. of patients (%)
Patients 133
Median age, years (range) 47 (16-70)
Sex, no. of male patients/no. of female patients 86/47
Underlying disease
Acute myeloid leukaemia 40 (30.1)
Non-Hodgkin’s lymphoma 27 (20.3)
Acute lymphocytic leukaemia 16 (12.1)
Plasma cell disorders 14 (9.1)
Myelodysplastic syndrome 9(6.8)
Hodgkin’s lymphoma 8 (6.5)
Chronic lymphocytic leukaemia 6 (4.5)
Myeloproliferative syndrome 5(3.8)
Chronic lymphocytic leukaemia 3(23)
Aplastic anemia 2(1.5)
Others 2(1.5)
CMYV serostatus
D+/R+ 77 (57.9)
46 (34.6)
10 (7.5)
Donor type
HLA-identical sibling 81 (60.9)
Matched unrelated 22(16.5)
Mismatched related 6 (4.5)
Mismatched unrelated 24 (18.1)
Conditioning regimen
Non-myeloablative 74 (55.6)
Myeloablative 59 (44.4)
Stem cell source
Peripheral blood 114 (85.7)
Umbilical cord blood 11 (8.3)
Bone marrow 8 (6.0)
GvHD prophylaxis
CsA+MTX 93 (69.9)
CsA + MMF 22 (16.5)
CsA+MTX+ATG 1209.1)
Others 6 (4.5)
Acute GYHD
Grades 0-1 83 (62.4)
Grades 1I-TV 40 (37.6)

Abbreviations: ATG = anti-thymocyte globulin; D = donor; MMF = myco-
phenolate mofetil; R = recipient.

and May 2009 at four Spanish hospitals. Patients were
followed up to | year after transplantation. The demo-
graphic and clinical characteristics of patients are summar-
ized in Table 1. The study was approved by the respective
ethics committees, and all patients gave their informed
consent to participate.

Virological monitoring and management of active CMV
infection

Virological monitoring of active CMV infection was
performed by the pp65 antigenemia assay (Diagnostics
CMV pp65 Antigenemia Immunofluorescence assay, Che-
micon International, Temecula, CA, USA) and/or by a
plasma real-time PCR assay (CMV real-time PCR, Abbott
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Molecular, Des Plaines, IL, USA or LightCycler CMV
Quant Kit, Roche, Branchburg, NJ, USA) as previously
reported.'*!7 Pre-emptive therapy with oral valganciclovir
(900 mg/12h), i.v. ganciclovir (5mg/kg/12h) or i.v. foscar-
net (60 mg/kg/12h) was initiated and discontinued follow-
ing previously published criteria.'* CMV end-organ disease
was diagnosed and treated as previously reported.'®

Immunological monitoring

Enumeration of CMV-specific IFN-y-producing CD8*
and CD4" T cells was carried out by flow cytometry
for ICS (BD Fastimmune, BD-Beckton Dickinson and
Company-Biosciences, San Jose, CA, USA) as previously
described.' Two sets of 15-mer overlapping peptides
encompassing the entire sequence of CMV pp65 and IE-1
proteins were simultaneously used for stimulation. Im-
munological monitoring was scheduled to be performed at
days +30, +60, 490 and + 365 following allo-SCT.

Statistical analysis

Data were analyzed with the aid of the statistical package
SPSS (Chicago, IL, USA, version 17.0). Frequency compar-
isons were carried out using the y*test (Fisher’s exact test)
for categorical variables. Differences between medians were
compared using the Mann-Whitney U-test (two indepen-
dent variables) or the Kruskal-Wallis test (k independent
variables) for unpaired data. The Spearman’s rank test was
used for analysis of correlation between continuous variables.
Two-sided exact P-values are reported. A P-value <0.05 was
considered statistically significant.

Results

Incidence of CMV DN Aemia and CMV end-organ disease
In all 89 (66.9%) out 133 patients developed one (n=74) or
more (n=15) episodes of CMV DNAemia (in total, 106
episodes) within the study period. All these episodes were
pre-emptively treated. Univariate analysis revealed a
significant association between receipt of grafts from
HLA-mismatched or unrelated donors and the develop-
ment of CMV DNAemia (Table 2). CMV end-organ
disease developed in 10 patients (7.5%; two pneumonitis,
seven gastrointestinal disease and one retinitis) and was not
significantly associated with any pre-transplant or clinical
factor subjected to analysis (not shown).

CMV-specific IFN-y* CD8” and IFN-y CD4™" T-cell

threshold levels predicting protection from CMV DN Aemia
Blood specimens from 116 patients obtained at day + 30
(median, 35 days; range, 12-49 days) were available for
immunological analysis. In all, 23 of these patients had an
episode of CMV DNAemia before or at the time of sample
collection and were excluded from analysis. In all, 27 out of
the remaining 93 patients developed CMV DNAemia after
the time of immunological monitoring. Peripheral levels of
CMV-specific IFN-y CD8" and CD4" T cells were
significantly lower (P<0.001) in patients who later
experienced CMV DNAemia (median, 0 cells/uL for both
T-cell subsets) than in those who did not (median 1.0 cells/uL,
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Table 2 Effects of pre-transplant and clinical factors on the
incidence of CMV DNAemia within 1 year after transplantation
Factor No. of patients (%) P-value*
MV No CMV
DNAemia DNAemia
CMV serostatus
D- 36 (78.2) 10 (21.8)
D+ 53 (60.9) 34 (39.1) 0.053
Type of donor
Sibling 50 (57.4) 37 (42.6)
Unrelated 39 (84.7) 7(15.3) 0.002
HLA match
Identical 62 (60.2) 41 (39.8)
Mismatched 27 (90.0) 3(10.0) 0.024
Stem cells source
Bone marrow 5(62.5) 3(37.5)
Peripheral blood 75 (65. 39 (34.2)
Cord blood 9 (81.8) 2(182) 0.627
Conditioning
Myeloablative 41 (69.5) 18 (30.5
Non-myeloablative 48 (64.9) 26 (35.1) 0.585
GvHD prophylaxis
ATG containing
Yes 11 91.6) 1(84)
No 78 (64.4) 43 (45.6) 0.103
CsA+MTX 54.(58.0) 39 (42.0)
CsA+MMF 18 (81.8) 4(19.2) 0.050
Acute GyHD®
Grades 0-1 43 (56.6) 33 (434)
Grades II-T1V 26 (74.2) 9(25.8) 0.093

Abbreviations: ATG = anti-thymocyte globulin; D = donor; MMF = myco-
phenolate mofetil; R = recipient

“Frequency comparisons were carried out using the >-test (Fisher’s exact
test). A P-value of <0.05 was considered statistically significant.

“Only those cases in which acute GVHD occurred before detection of CMV
DNAemia were considered for analysis.

for IFN-y CD8* T cells; median 0.84 cells/uL, for IFN-y
CD4™ T cells). Individual data are shown in Figure 1.

No patients showing either IFN-y CD8* (n=24), IFN-y
CD4* (n=17) T-cell counts > 1.0 cells/uL and >1.2 cells/
uL, respectively, or both (n=14) at day + 30 developed
CMV DNAemia during the study period (positive pre-
dictive value of 100% for both T-cell markers). The
negative predictive values for the IFN-y CD8" T-cell
marker, the IFN-y CD4* T-cell marker, for either one
marker, and for the combination of both were 68.1, 61.8,
71.2 and 59.4%, respectively.

Patients showing levels of either IFN-y T-cell subset
above thresholds at day +30 remained protected during
the entire study period (not shown).

Immunological data at days +60 and +90 were
available from 22 and 40 patients, respectively, who had
developed and cleared an episode of CMV DNAemia. No
patients exhibiting either CMV-specific IFN-y CD8" or
IFN-y CD4* T-cell levels above the established thresholds
for protection had a recurrent episode of CMV DNAemia,
which only occurred (n=9) in the face of IFN-y CD8 " and
IFN-y CD4* T-cell levels below thresholds.

CMV-specific immunity in allo-SCT patients

N Tormo et al
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Figure 1  Peripheral levels of CMV pp65 and IE-1-specific IFN-y CD8 *
and IFN-y CD4" T cells at day +30 in allo-SCT recipients either
experiencing or not a subsequent episode of CMV DNAemia. Bars indicate
median cell numbers.

Effects of pre-transplant, clinical and virological factors on
early and long-term reconstitution of CMV-specific IFN-y
CD8™" and CD4* T-cell responses

Overall, the percentage of patients presumably protected
from CMV DNAemia (either IFN-y T-cell subset above
defined thresholds) at days + 30, +90 and + 365 (median,
+360; range, +304 to +405) were 27.9% (26 out of 93),
67% (52 out of 77) and 89.1% (49 out of 55), respectively.

Among patients with no previous CMV DNAemia,
peripheral levels of CMV-specific IFN-y CD8* and IFN-y
CD4" T cells at day +30 were significantly higher in
patients who had received transplants from CMV seropo-
sitive (medians, 0.33 cell/uL and 0.22 cell/pL, respectively)
or related donors (medians, 0.30 and 0.36cell/uL, respec-
tively), compared with patients receiving transplants from
CMV seronegative (median 0 cell/uL for both T-cell
subsets; P=0.039, and P=0.05, respectively) or unrelated
donors (median 0cell/uL for both T-cell subsets; P =0.020
and P=0.023, respectively). Use of anti-thymocyte globu-
lin (ATG) had a significant impact on the magnitude of
IFN-y CD8" and IFN-y CD4" T-cell responses at this
time point (P=0.025 and P=0.024, respectively), as did
the source of stem cells, patients receiving umbilical cord
blood transplants showing significantly lower levels of both
TFN-y T-cell subsets than those receiving BM or peripheral
stem cell transplants (P=0.025 for IFN-y CD8" T cells,
and P=0.046 for IFN-y CD4" T cells). Patients receiving
transplants from HLA-matched donors, undergoing non-
myeloablative conditioning or receiving MTX showed
higher levels (not statistically significant) of both IFN-y
T-cell subsets than patients receiving transplants from
HLA-mismatched donors, who had undergone myeloabla-
tive conditioning or receiving mycophenolate mofetil (not
shown).

Non-significant tendencies to display more frequently
IFN-y CD8 " and IFN-y CD4* T-cell responses within the
protective range were observed in patients receiving
transplants from CMV seropositive, related or HLA-
matched donors, BM or peripheral stem cell grafts and in
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Table 3 Effects of pre-transplant, clinical and virological factors
on the frequency of allo-SCT recipients patients acquiring CMV-
specific IFN-y CD8" and IFN-y CD4" T-cell levels presumably
affording protection from CMV DNAemia at days +30 and +90
after transplantation

Variable No. of patients
with protective
levels of
IFNy CDS'

T cells*[total no.
of patients (P-value®)

No. of patients
with protective
levels of
IFNy CD4"
T cells®/total no.
of patients (P-value®)

at day at day
+30 +90 +30 +90
CMV serostatus
D- 3/25 16/27 2/25 927
D+ 21/68 33/50 15/68 18/50
(0.10) (0.62) 0.14) (1.0)
Type of donor
Sibling 21/69 38/56 15/69 20/56
Unrelated 3/24 11/21 2/24 721
(0.10) (0.28) 0.22) 1.0)
HLA match
Matched 21/78 46/66 16/78 24/66
Mismatched 3/15 3/11 1/15 3/11
0.75) (0.01) (0.29) 0.73)
Stem cell source
Bone marrow 4/5 2/7 2/5
Peripheral blood 44/67 15/80 24/67
Cord blood 0/6 1/5 0/6 1/5
(0.45) (0.10) (0.43) (0.54)
Conditioning
Myeloablative 8/40 17/35 6/40 10/35
Non-myeloablative 16/53 31/42 11/53 17/42
(0.34) (0.09) (1.0) (0.34)
GvHD prophylaxis
ATG containing
Yes 0/8 NA 0/8 NA
No 24/85 NA 17/85 NA
(0.10) (0.34)
CsA+MTX 21/69 40/61 15/69 23/61
CsA+MMF 3/15 6/9 2/15 2/9
(0.53) (1.0) 0.72) 0.47)
Acute GyHD*
0-1 NA 33/52 NA 21/52
1-1v NA 11/18 NA 4/18
(1.0) 0.25)
CMV DNAemia
Yes NA 24/40 NA 10/40
No NA 25/37 NA 17/37
(0.63) (0.06)

Abbreviations: D =donor; MMF =mycophenolate mofetil; NA =not
analyzed; recipient.

*>1.0cell/uL.

"Frequency comparisons were carried out using the z*-test (Fisher exact
test). A P-value0.05 was considered statistically significant 1.2 cells/uL.
€>1.2¢cell/ul

dAcute GYHD occurring before the day of immunological monitoring.

patients who had undergone non-myeloablative condition-
ing, or were not treated with mycophenolate mofetil
(Table 3). By day 490, the same tendencies as for the
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Table 4 Peripheral levels of CMV pp65 and IE-I-specific IFN-y
CD8" and IFN-y CD4" T cells at days +60, +90 and +365 after
transplantation in allo-SCT patients with or without a preceding
episode of CMV DNAemia

T-cell subset (day)* CMV DNAemia P-value®
Yes No
IFNy CD8" (+60) 1.32 (0-20.17) 1.11 (0-74.9) 0.977
IFNy CD4" (+60) 0.46 (0-3.46) 0.62 (0-46.8) 0.461
IFNy CD8™ (+90) 2.08 (0-166.1) 1.93 (0-82.8) 0.656
IFNy CD4™ (+90) 0.51 (0-11.20) 0.91 (0-9.89) 0.080
IFNy CD8" (+365) 3.71 (0-130.0) 6.72 (0-103.5) 0.385
IFNy CD4™ (+365) 111 (0-12.09) 2.82(0-16.9) 0.158

Abbreviation: IE-1 =immediate-early 1.

“In all, 18, 40 and 30 specimens drawn at a median of 65 (range, 59-73
days), 91 days (range, 80-119 days) and 360 days (range, 304-405)
respectively, from patients who had a preceding episode of CMV
DNAemia, and 34, 37 and 25 specimens obtained at a median of 62.5
days (range 51-73 days), 93 days (range, 84-102 days) and 360 days (range
343-374 days) respectively, from patients with no prior CMV DNAemia
were analyzed.

*Differences between medians were compared by using the Mann-Whitney
U-test. A P-value of <0.05 was considered statistically significant.
Median (range) number of cells/uL are shown.

median number of both CMV-specific IFN-y T-cell subsets
(not shown) and the frequency of patients who had
achieved protective IFN-y T-cell levels (Table 3) were
observed. Overall, differences between paired groups were
less marked in comparison with those seen at day + 30 (not
shown), yet, the effect of HLA-matching was clearly
discernable. By day +360, only HLA-matching, among
the abovementioned pre-transplant and clinical factors, had
a significant impact (P=0.010 for IFN-y CD8" T cells)
on the frequency of acquisition of protective CM V-specific
T-cell responses.

The occurrence of acute GVHD grades II-1V (median 40
days after transplantation, range 6-192 days) had no
significant influence either on the degree of reconstitution
of CMV-specific IFN-y T-cell responses or the frequency of
patients acquiring protective levels of both T-cell subsets at
days +90 and + 365. The effect of the use of ATG could
not be evaluated at these time points because of the limited
number of available samples for analysis.

The effect of CMV DNAemia on the reconstitution
of CMV-specific IFN-y CD8" and IFN-y CD4" T-cell
responses was investigated. As shown in Table 4, levels of
IFN-y CD8* and CD4* T cells in patients who had CMV
DNAemia were not significantly different from those in
patients with no documented CMV DNAemia at any time
point. In fact, T-cell levels above protective thresholds were
reached by a comparable number of patients at day + 90
(Table 3) or + 365 (not shown) irrespective of whether they
did or did not have a preceding episode of CMV
DNAemia. Neither the duration nor the peak value of
CMV DNAemia was significantly correlated with IFN-y
CD8* and CD4™" T-cell levels at any time point (P>0.5).
Nevertheless, higher net increments in the median levels of
both T-cell subsets by days +60 and + 90 (from baseline
counts at day +30) were observed in patients who
experienced CMV DNAemia than in patients with did
not (Table 4).
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Discussion

Previous studies performed by our group showed that
CMV pp65 and TE-1-specific IFN-y CD8 " and CD4" T
cells have a major role in protection from CMV DNAemia
and in control of CMV replication during episodes of active
CMV infection."*"*?° In a pilot study, we found signifi-
cantly lower IFN-y CD8 " and CD4* T-cell levels at day
+30 in patients who later developed an episode of CMV
DNAemia than in patients who did not experience it, and
defined threshold levels of both T-cell subsets predicting
protection from CMV DNAemia with maximum specificity
and positive predictive value (>1.0cell/uL for IFN-y
CD8" T cells and >12cells/uL for IFN-y CD4* T
cells).'* In this study, we confirmed our earlier findings in a
much larger cohort and proved the reliability of these
surrogate markers in identifying patients presumably
protected from CMV DNAemia within the first 120 days
after transplantation. Unfortunately, both IFN-y T-cell
markers performed rather modestly in their ability to
predict the occurrence of CMV DNAemia; in fact, CMV
DNAemia was not documented in a relevant fraction of
patients displaying levels of both T-cell subsets below the
defined thresholds for protection, or even in patients with
undetectable T-cell responses. It might be that the levels of
CMV-specific T-cells conferring protection from active
CMV infection vary among patients, perhaps depending on
their latent CMV burden. It is also possible that enumera-
tion of CMV-specific T cells exhibiting multifunctional
rather than monofunctional properties provides a more
precise estimation of the overall state of immune compe-
tence against CMV, as has been suggested in previous
studies.’**'* In addition, T-cell responses against viral
proteins other than pp65 and IE-1, or other functional anti-
CMYV immune responses such as those mediated by NK
cells, which may critically contribute to the control of CMV
infection, were not examined in this study.**” Clearly, the
IFN-y CD4" T-cell marker performed worse than the
IFN-y CD8* T-cell marker in predicting the risk of CMV
DNAemia. In this sense, it has to be taken into considera-
tion that our analytical method is less suited for assessing
CMV-specific CD4" than CD8" T-cell responses (use
of overlapping peptide libraries and pp65 and IE-1 as
stimulating Ags).®

Cutoff cell levels of CMV-specific IFN-y-producing T
cells affording protection from CMV pp65-antigenemia,
DNAemia or end-organ disease either coincident or remark-
ably close to those proposed herein have been previously
reported.''*!1° Notably, Ohnishi e al.'> found that CMV
antigenemia was not observed in patients who had over
Lcell/pL in the enzyme-linked immunosorbent spot assay
using individual pp65 peptides as Ags. In another study,
levels of IFN-y CD8" and CD4™ T cells above 3 and
1 cell/pL, respectively, as enumerated by ICS using CMV
VRI814-infected DCs as stimulating Ag, defined immune
protection against a high risk of CMV disease.'? Likewise,
Hebart et al"" found that the presence of more than
five pp65-peptide-specific IFN-y CD8" T cells/uL was
associated with protection from CMV DNAemia.

In this study, early and long-term reconstitution of
CMV-specific TFN-y CD8* and IFN-y CD4* T-cell
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responses occurred to the same extent in patients with or
without previous documented CMV DNAemia. Moreover,
no significant correlation was found between either the
duration (and by inference, the cumulative ganciclovir dose
received) or the peak level of CMV DNAemia with the
degree of immune reconstitution. Our data seem to be in
conflict with previously published results showing that
prophylactic administration of ganciclovir blunted the
reconstitution of CMV-specific T cells,* but are in keeping
with recently published data indicating that recovery of
functional CMV-specific T-cell populations occurs irre-
spective of documented active CMV infection.?®* None-
theless, CMV DNAemia appeared to have a booster effect
on the kinetics of reconstitution of both T-cell populations.

In our cohort, recipients of grafts from CMV-seronega-
tive, unrelated or HLA-mismatched donors showed a
poorer CMV-specific IFN-y CD8" and CD4" T-cell
responses at day 430 in comparison with that of patients
receiving transplants from CMV seropositive, sibling or
HLA-matched donors. In fact, the latter patients tended
more frequently to display I[FN-y CD8 " or IFN-y CD4"
T-cell numbers above the protective cutoff cell levels than
the former patients throughout the study period. This may
account in part for the differences in the incidence of CMV
DNAemia observed between these paired groups. At later
times (days +90 and +365), both the magnitude of the
CMV-specific IFN-y ™ T-cell responses and the frequency
of patients showing protective levels of both T-cell
populations tended to equate, most likely as a result of
the booster effect of CMV replication on T-cell reconstitu-
tion. Yet, the effect of HLA-matching was clearly discern-
able at day +90, and even at day + 365. Our data support
previous findings suggesting that the CMV serostatus of
the donor critically influences the rate and magnitude of
CMV-specific T-cell reconstitution.>!321:22:243031 Qur data
are also in accordance with previously published results
indicating that overall, T-cell reconstitution, and specifi-
cally CMV-specific T-cell recovery, are notably delayed in
recipients of grafts from unrelated or HLA-mismatched
donors.?"?%32 In line with previous findings,'>** the use of
ATG had a profound impact on the magnitude of recovery
of CMV-specific T-cell immunity at day + 30 (it could not
be evaluated later on). Likewise, the use of mycophenolate
mofetil instead of MTX in the GVHD prophylaxis regimen
was associated with a poorer CM V-specific T-cell response,
particularly at day +30. The latter findings may account
for the higher incidence of CMV DNAemia observed in
patients receiving ATG or mycophenolate mofetil.

We found that recipients of umbilical cord blood
transplants had poorer CMV-specific T-cell reconstitution
with respect to that of recipients of BM or peripheral stem
cells. Contrarily, the frequency and magnitude of recon-
stitution of both functional T-cell subsets appeared to be
comparable for recipients of BM and peripheral stem cell
transplants. Conflicting data have been published on this
issue-ll.lx.ll

In this study, the conditioning regimen had no significant
influence on the rate and magnitude of recovery of CMV-
specific IFN-y T-cell responses, though, patients who had
undergone non-myeloablative conditioning had tendencies
to reach more frequently protective levels of both T-cell
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subsets throughout the study period. A beneficial effect of
non-myeloablative conditioning on the reconstitution of
CMV-specific T-cell immunity in comparison with myelo-
ablative conditioning has been reported by other
groups.”"! Finally, the occurrence of acute GvHD (grades
II to IV) had no significant effect on the magnitude of
CMV-specific T-cell reconstitution. Our data, nevertheless,
should be interpreted with caution given the scarce number
of patients with moderate-to-severe acute GvHD for
whom immunological data were available. Nonetheless,
discrepant data have been published on this subject.'?%!
which may be because of the differences in the timing of
immunological monitoring after the implementation or
cessation of corticosteroid therapy and the cumulative dose
administered prior to sampling. In summary, we have
further delineated the effects of pre-transplant and clinical
factors as well as the influence of active CMV infection on
the magnitude and kinetics of reconstitution of CMV-
specific IFN-y CD8" or IFN-y CD4" T-cell responses
within 1 year after transplantation. More importantly, the
data presented herein suggest that immunological monitor-
ing may help to stratify allo-SCT patients according to their
relative risk of developing CMV DNAemia. This may allow
for personalization of pre-emptive antiviral therapies,
which may translate into tangible benefits for the patients.
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6.5. Articulo 5

Effect of cytomegalovirus (CMV) serostatus on the incidence and virological
features of active CMV infection in allogeneic stem cell transplant recipients.
Solano C, Tormo N, de la Cdmara R, Nieto ], Lépez ], Benet I, Mufioz-Cobo B,
Costa E, Remigia M], Garcia-Noblejas A, Bravo D, Navarro D. Correspondence.
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Effect of Cytomegalovirus
(CMV) Serostatus on the
Incidence and Virological
Features of Active CMV
Infection in Allogeneic Stem
Cell Transplant Recipients

To THE Eprror—We read with interest
the article by Pietersma et al [1]. It was
reported that cytomegalovirus (CMV)
DNAemia occurred more frequently
(P = .001) but was less severe (shorter
duration and lower median peak value)
in allogeneic stem cell transplant (Allo-
SCT) recipients receiving a graft from
a CMV-seropositive (D+) donor than in
those receiving a graft from a CMV-
seronegative donor (D—). Unfortunately,
the extensive use of antithymocye glob-
ulin in the cohort (60% of patients),
which might have been unevenly em-
ployed between the D— and D+ groups,
may have minimized the well-known
impact of receipt of a D+ graft on the
early reconstitution of protective CMV-

specific T-cell immunity [2-5]. Moreover,
it appeared that almost 50% of the pa-
tients were not treated with antivirals.
This may have introduced a bias in the
estimation of the duration of episodes, as
the kinetics of plasma CMV DNAemia
clearance in self-resolved episodes may
differ from that in treated episodes
(D. Navarro, unpublished data). We wish
to add our experience on this matter. Our
analysis focused on a highly homogenous
cohort: CMV-seropositive patients (1 =
80) undergoing sibling/matched T-cell
replete Allo-SCT (D— donors, n = 21;
D+ donors, n = 59) at the participating
hospitals from December 2006 through
January 2010 [3, 5]. Seventy patients were
virologically monitored by both the an-
tigenemia pp65 (AG) test and by
a plasma real-time polymerase chain
reaction (PCR) assay (Abbott Molecular
CMV real-time PCR [n = 24]; or Roche
LightCycler CMV Quant kit [n = 43])
[5, 6]. These patients were pre-emptively
treated with antivirals upon detection of
=1 pp65-positive cells per 200 000
Polymorphonuclear leukocytes. Thirteen
patients were exclusively monitored by
the LightCycler CMV Quant kit and
treated upon the detection of >500 CMV
DNA copies/mL in plasma. A total of 44
patients experienced 1 or more episodes
(n = 59) of CMV DNAemia within
6 months after transplantation. All
episodes were preemptively treated with
antivirals. The CMV DNAemia occurred
more frequently in D—/R+ patients than
in D+/R+ patients, both within the first
100 days and within 6 months after Allo-
SCT, although the differences did not
reach statistical significance (Table 1).
A trend toward an earlier occurrence of
CMV DNAemia was observed in D—/R+
patients. The duration of CMV DNAemia
was longer in D—/R+ patients than in
D+/R+ patients. The initial and peak
CMV DNA loads within the first episode
of active CMV infection and the peak
value of CMV DNAemia within the study
period (considering all episodes) were
higher in D—/R+ patients than in D+/

R+ patients. The above differences re-
mained when the patients were grouped
according to the monitoring strategy and
the type of PCR used (data not shown).
Recurrent episodes of CMV DNAemia
and CMV end-organ disease occurred
more frequently in D—/R+ patients than
in D+/R+ patients. Our findings are in
keeping with previously published data
[2-5, 7, 8] indicating that CMV DNAe-
mia develops more frequently and is
more severe in D—/R+ Allo-SCT pa-
tients than in D+/R+ Allo-SCT pa-
tients, irrespective of the transplant
modality (T-cell replete or in vivo T-cell
depletion with antithymocye globulin)
[2, 4], which is related to a delayed
reconstitution of CMV-specific T-cell
immunity (2, 4, 5].
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Table 1. Demographic and Clinical Data of Allog Stem Cell Transplant Reciy and Virological F of Episodes of
Cytomegalovirus (CMV) DNAemia in the Study Groups

Donor (D) CMV serostatus
Parameter D-(n=21) D+ (n = 59) pe
Age, years 48 (19-70) 45 (16-70) .908
Sex, no. (%) of patients

Male 17 (80.0) 37 (62.7)

Female 4(20.0) 22 (37.3) A77
Disease, no. of patients

Aplastic anemia 0 2 .369

Acute lymphatic leukemia 5 1

Acute myeloid leukemia 7 15

Chronic lymphatic leukemia 1 3

Chronic myeloid leukemia 1 4

Hodgkin disease 1 6

Myelodysplastic syndrome 1 4

Multiple myeloma 3 5

Non-Hodgkin lymphoma 2 9
Source of stem cells, no. (%) of patients

Peripheral blood 20 (95.2) 56 (94.9)

Bone marrow 1(4.8 3(5.1) >.999
Conditioning regimen, no. (%) of patients

Myeloablative 10 (47.6) 22 (37.2)

Nonmyeloablative 11 (52.4) 37 (62.8) 131
Graft versus host disease, no. (%) of pat\entsb

Stage 0-1 12 (63.2) 39 (76.5)

Stage 2-4 7 (36.8) 12 (23.5) .365
Early CMV DNAemia, no. (%) of patients® 11 (52.3) 28 (47.4) .801
Cumulative CMV DNAemia, no. (%) of patients® 13 (68.4) 31 (54.3) 422
Day of first positive PCR result 31 (7-187) 42 (2-185) 260
Peak CMV DNAemia in the first episode, copies/mL 2,890 (25-12,900) 1,254 (33-17,047) 817
Peak CMV DNAemia in all episodes, copies/mL 2,890 (37-12,900) 1,300 (33-17,047) .938
Initial CMV DNAemia, copies/mL 500 (25-4,000) 250 (25-3,800) .327
Duration® of first episode of CMV DNAemia, d 19 (11-100) 15 (5-76) 148
Duration of all episodes of CMV DNAemia, d 35 (14-100) 17 (5-97) .013
No. of episodes of CMV DNAemia, no. (%) of patients

1 6 (46.1) 24 (77.4)

2 6 (46.1) 7(22.6)

& 1(7.8) 0(0.0) .035
CMV end-organ disease, no. (%) of patients’ 3(14.2) 2(3.3) 110

NOTE. Data are median or median (range), unless otherwise indicated.

@ Frequency comparisons were performed using the y test (Fisher exact test). Differences between medians were compared using the Mann-Whitney U test
(2 independent variables) or the Kruskal-Wallis test (k independent variables). Data were analyzed with the aid of the statistical package SPSS (version 17.0). A P

value of <.05 was considered to be statistically significant.

° Only the cases in which acute graft versus host disease occurred prior to the detection of CMV DNAemia were considered for analysis.

° Episodes that developed within the first 6 months after transplantation.

9 Episodes that developed within the first 6 months after transplantation in patients completing the follow-up period. (Four patients, 2 D—/R+ and 2 D+/R+,
who had not experienced early CMV DNAemia, died prior to the end of the follow-up.)

¢ Time elapsed between the first positive and the first negative polymerase chain reaction result (for each episode).

f Four cases were enteritis and 1 was pneumonitis.
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En virtud del articulo 7.2 del Reglamento sobre depésito, evaluacién
y defensa de la tesis doctoral, se presentan a continuacion los resimenes de

los 5 articulos compendiados en esta tesis doctoral.

Articulo 1

Titulo:

Lack of prompt expansion of cytomegalovirus pp65 and IE-1-specific
IFNy CD8* and CD4+ T cells is associated with rising levels of pp65 antigenemia
and DNAemia during preemptive therapy in allogeneic hematopoietic stem
cell transplant recipients. Tormo N, Solano C, Benet I, Clari MA, Nieto ], de la
Cdmara R, Lépez ], Lépez-Aldeguer N, Herndndez-Boluda JC, Remigia M],
Garcia-Noblejas A, Gimeno C, Navarro D. Bone Marrow Transplant 2010; 45,
543-549.

Introduccion:

La prueba de la antigenemia pp65 (AG) se utiliza para guiar y
monitorizar la eficacia del tratamiento anticipado de la infeccién activa por
CMV en el alo-TPH. El tratamiento anticipado da lugar en la mayoria de los
casos a una rapida disminucién de la AG hasta su aclaramiento completo.
Sin embargo, se ha publicado la aparicién con cierta frecuencia en este
contexto clinico de un aumento de los niveles de AG poco después del inicio
del tratamiento con ganciclovir (GCV) [Boeckh et al, 1996; Nichols et al,

2001; Gerna et al, 2005]. Se han observado dos patrones distintos de este
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fenémeno: (i) un aumento simultaneo de los niveles de AG y DNAemia, y (ii)
un aumento aislado de los valores de la AG acompafado de una disminucion
o una estabilizacién de los niveles de DNAemia. El primer patrén se observa
principalmente en pacientes en tratamiento con dosis altas de esteroides
para la EICH [Nichols et al,, 2001; Gerna et al.,, 2005], o en los que reciben
globulina antitimocitica (ATG) en el régimen de acondicionamiento [Kanda
et al, 2001]. Como es conocido que ambos farmacos producen
inmunosupresion, un fallo en la respuesta de células T frente a CMV es la
explicacion mas probable para la aparicién de estos episodios. Esta
suposicién, sin embargo, no ha sido demostrada. El incremento de los
niveles de AG y DNAemia puede deberse también a la apariciéon de cepas
resistentes a GCV; sin embargo, esto no parece ser frecuente en el contexto
del alo-TPH [Gilbert y Boivin, 2005]. El segundo patrén fue inicialmente
documentado en receptores de TOS con infeccién primaria por CMV, y su
base patogénica fue posteriormente esclarecida [Gerna et al, 1998; Gerna
et al, 2003]: la persistencia de la AG en ausencia de DNAemia durante el
tratamiento con GCV era debida a la hiperproduccién de pp65 [Gerna et al.,
2003]. No se han asociado factores de riesgo significativos con estos
episodios de infeccion activa por CMV en el alo-TPH, por lo que la resolucién
de los mismos no requiere la modificacidn del tratamiento antiviral en curso
[Gerna et al., 2005]. En un estudio previo, demostramos que los linfocitos T
CD8+ y T CD4+ productores de IFNy especificos de pp65 e IE-1 de CMV
proporcionan proteccion frente a la infeccion virémica por CMV [Solano et

al, 2008].

Objetivo:

Determinar la frecuencia de apariciéon de incrementos de AG o

DNAemia plasmatica de CMV durante el tratamiento anticipado con GCV en
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receptores de alo-TPH e investigar si este fenémeno puede relacionarse con

un déficit en la respuesta celular T especifica frente a CMV.

Metodologia:

Se llevé a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se
incluy6 a 76 pacientes receptores de alo-TPH entre enero de 2006 y julio de
2008, atendidos en los siguientes hospitales: Hospital Clinico Universitario
de Valencia, Hospital La Princesa de Madrid, Hospital Morales Meseguer de
Murcia, y Hospital Ramon y Cajal de Madrid. La infeccién por el CMV fue
monitorizada mediante la prueba de la AG y/o la carga viral plasmatica
medida mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) una vez a la
semana hasta el dia +100 post-trasplante, y posteriormente, cada dos
semanas hasta el dia +180. La monitorizacién virolégica a partir de este
punto se realizé en cada control clinico rutinario, y siempre si se
presentaban signos clinicos compatibles con infeccién organica por CMV.
Durante los episodios de infeccion activa por CMV ambas pruebas fueron
realizadas dos o tres veces a la semana. Para el analisis de los datos, el inicio
de un episodio fue definido por un resultado positivo obtenido
simultdneamente por AG y QRT-PCR. El final de un episodio fue definido por
el primer resultado negativo de la prueba utilizada. Un episodio recurrente
fue definido por la reaparicién de positividad de la AG y/o la DNAemia al
menos 15 dias después del final del episodio anterior. El tratamiento
anticipado se inicié con valGCV oral (900 mg/12 h) 6 GCV i.v. (5 mg/kg/12
h) sobre la base de un resultado positivo de la AG (21 célula positiva para
pp65/200 000 células). El tratamiento anticipado se retiré tras dos
resultados negativos consecutivos de la AG, obtenidos con una diferencia de
3 dias, y después de al menos 2 semanas de tratamiento. Se dio tratamiento
de mantenimiento con valGCV (450 mg/12 h) a algunos pacientes en

tratamiento con esteroides por EICH tras la resoluciéon de un episodio de
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infecciéon activa por CMV y a otros con DNAemia persistente tras la
negativizacion de la AG. En pacientes con neutropenia grave se empled
foscarnet (FOS) i.v. (60 mg/kg/12 h) en lugar de GCV. En determinadas
circunstancias, el FOS se afiadié al tratamiento o sustituyé al GCV / valGCV
tras el inicio del tratamiento anticipado cuando la AG continué siendo
positiva mas alld de la tercera semana de tratamiento. La EOC fue

diagnosticada y tratada segun los protocolos institucionales!.

La monitorizaciéon inmunolégica se realizé mediante el contaje de
linfocitos T CD8+ y T CD4+ especificos de CMV productores de IFNy por
citometria de flujo con un protocolo de tincidn de citoquinas intracelulares.
Para ello, se estimularon simultaneamente 0.5 ml de sangre entera
heparinizada con dos sets de pentadecapéptidos (15-meros) solapados que
abarcan las secuencias completas de las proteinas pp65 e IE-1 de CMV, en
presencia de anticuerpos monoclonales co-estimulantes frente a CD28 y
CD49d. Se ensayaron en paralelo muestras incubadas con PBS/DMSO y
anticuerpos co-estimulantes (blanco). Las ultimas 4 h de incubacién se
realizaron en presencia de brefeldina A. La sangre fue lisada al terminar la
incubacién y congelada a -80 °C. El dia del ensayo, la sangre estimulada fue
descongelada a 37 2C, lavada, permeabilizada, y tefiida con una combinacién
de anticuerpos monoclonales marcados (anti-IFNy-FITC, anti-CD69-PE,
anti-CD4 o anti-CD8-PerCP-Cy5.5, y anti-CD3-APC cuando se utilizé el kit de
T CD8+) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se emplearon los
controles de isotipo apropiados. Después, las células fueron lavadas,

resuspendidas en paraformaldehido al 1%, y analizadas en las 2 horas

La colitis y neumonitis por CMV se diagnostican en base a hallazgos clinicos compatibles y la
demostracion histolégica de inclusiones celulares tipicas de CMV, asi como la deteccion
inmunohistoquimica de proteinas de CMV, en muestras de tejido obtenido por biopsia o necropsia.
La enfermedad por CMV fue tratada con GCV iv (5 mg/kg/12 h) durante 21 dias, seguido de 5
mg/kg/dia (5 dias a la semana) hasta el dia +90 o hasta la resolucién de la condicién de
inmunosupresion, o con foscarnet iv (60 mg/kg/8 h), siguiendo una pauta similar.
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siguientes en un citémetro de flujo. Cada coleccién de datos contenia
normalmente al menos 1000 eventos positivos para CD4+ o CD8* dentro de
la ventana de andlisis de linfocitos. Los eventos CD4* y CD8+ se
seleccionaron y analizaron para detectar la presencia del marcador de
activacion CD69 y la produccién de IFNy. El nimero total de células T CD8*
y T CD4+ especificas de CMV se calculé6 multiplicando los porcentajes de
células T especificas de CMV productoras de IFNy (tras sustraer el ruido de
fondo) por el recuento absoluto de linfocitos T CD4+ y T CD8*. Las
respuestas fueron consideradas especificas para valores >0.1% en ambos

tipos de células.

También se llevé a cabo la secuenciacién de los genes UL57 y UL97
del CMV con el fin de descartar la presencia de mutaciones que confieren
resistencia a GCV y que pudieran relacionarse con un incremento de la AG y
la DNAemia durante el tratamiento anticipado. Se extrajo el ADN de las
muestras de plasma y se utilizé6 como molde para la amplificacién de una
region de 975-pb del gen UL97 que abarca los codones 429-753 [Lurain et
al, 2001], y dos regiones del gen UL54 que abarcan cada una los codones
345-625 y 645-1013 respectivamente, empleando un protocolo de PCR
anidada [Scott et al, 2004]. Los productos de PCR fueron purificados y

secuenciados.

La significacion estadistica de las diferencias en las medianas se
realiz6 aplicando el test de la U de Mann-Whitney para datos no apareados,
y el test de Wilcoxon para datos apareados. El test exacto de Fisher se utiliz6
para comparar variables dicotémicas entre grupos. Todos los tests fueron
de dos colas. Un valor de P <0.05 fue considerado estadisticamente
significativo. El analisis estadistico se llevo a cabo con ayuda del paquete

estadistico SPSS (versién 14.0).
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Conclusiones:

Los datos obtenidos permiten vincular la falta de una expansién
celular T especifica del CMV con el incremento de la AG y DNAemia de CMV
durante el tratamiento anticipado con GCV. Asimismo, el desarrollo
temprano de una respuesta eficaz T frente al CMV se relacion6 con el control

del episodio de infeccién activa.
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Articulo 2

Titulo:

An assessment of the effect of human herpesvirus-6 replication on
active cytomegalovirus infection after allogeneic stem cell transplantation.
Tormo N, Solano C, de la Cdmara R, Garcia-Noblejas A, Carderioso L, Clari MA,
Nieto ], Lépez ], Herndndez-Boluda ]JC, Remigia MJ, Benet I, Navarro D. Biol
Blood Marrow Transplant 2010; 16: 653-661.

Introduccion:

La infeccion activa por CMV es un evento frecuente tras el alo-TPH
con una morbilidad y una mortalidad significativas [Boeckh et al, 2003]. El
herpesvirus humano 6 (HHV-6) es un miembro de la subfamilia de los beta-
herpesvirus cuya reactivacién se ha relacionado cada vez mas con
complicaciones clinicas, como retraso del prendimiento del injerto de
neutrdéfilos y plaquetas, neumonia intersticial, erupcién cutdnea, EICH
grave, trastornos del sistema nervioso central y mortalidad en general [De
Pagter et al., 2008]. Dependiendo del método empleado para la vigilancia de
la replicacidn viral y el estado neto de la inmunosupresion post-trasplante,
45%-85%, y 25%-80% de los receptores de alo-TPH sufren uno o mas
episodios de infeccién activa por CMV 6 HHV-6, respectivamente, en los
primeros 100 dias post-trasplante [Boeckh et al, 2003; De Pagter et al,
2008]. Se considera que el HHV-6 posee caracteristicas
inmunomoduladoras e inmunosupresoras [Lusso, 2006], por lo que podria
incrementar el riesgo de infecciéon activa y enfermedad por CMV en el
contexto del trasplante. Principalmente, se han publicado datos
epidemiolégicos, clinicos, y virolégicos respaldando esta hipoétesis en el
TOS. Se ha demostrado que la aparicién de viremia de HHV-6 se asocia con

un incremento del riesgo de desarrollo de sindrome o enfermedad organica
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por CMV posterior [Dockrell et al,, 1997; DesJardin et al., 1998; Humar et al.,
2000; DesJardin et al., 2001; Humar et al., 2002a; Humar et al, 2002b]. La
base fisiopatoldgica de dicha interaccién viral es desconocida, pero podria
estar relacionada con la capacidad de HHV-6 de suprimir el funcionamiento
delos LT y de inducir la sintesis de citoquinas proinflamatorias, como IL-1a
y TNFq, que pueden desencadenar la reactivacién de CMV [Lusso, 2006]. El
efecto de la replicaciéon de HHV-6 sobre la infeccién de CMV en el alo-TPH y
las consecuencias clinicas de dicha interaccidn, si existe, no han sido
definidas. En su trabajo, Wang et al. [Wang et al,, 2002] proporcionaron
datos que sugieren que la reactivacion de HHV-6 podria suprimir la
reconstituciéon de la respuesta linfoproliferativa especifica de CMYV,
permitiendo asi su replicaciéon. El conocimiento de la naturaleza de la
interaccion entre ambos beta-herpesvirus podria tener implicaciones

importantes en el manejo terapéutico de la infecciéon por CMV en el alo-TPH.

Objetivo:

Determinar si la infeccién activa por HHV-6 predispone a la
reactivacion de CMV y/o tiene alguna influencia sobre la cinética de

replicacion de CMV en el alo-TPH.

Metodologia:

Se llevé a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se
incluyeron 68 pacientes receptores de alo-TPH entre noviembre de 2005 y
diciembre de 2008, de los siguientes hospitales: Hospital Clinico
Universitario de Valencia, Hospital La Princesa de Madrid, Hospital Morales
Meseguer de Murcia, y Hospital Ramoén y Cajal de Madrid. Estos pacientes

fueron monitorizados hasta el dia +100 post-trasplante. El prendimiento de
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neutroéfilos y de plaquetas fueron definidos como >500 células/ul durante 3
dias, y >50.000 plaquetas/ul durante una semana en ausencia de
transfusion de plaquetas, respectivamente, contando el primer dia como el
dia del prendimiento del injerto. La intensidad de la EICH aguda (EICHa) se
dividié en grados de 0 a IV: 0 a I, de bajo grado, y Il a 1V, de alto grado.

Los pacientes fueron monitorizados para la deteccién de infeccién
activa por CMV por medio de la AG y la DNAemia plasmatica, una vez a la
semana. La vigilancia de la DNAemia de HHV-6 no se realizé de forma
rutinaria en nuestros pacientes, por lo que, para su andlisis, se utilizaron
muestras criopreservadas. La disponibilidad de un volumen suficiente de
plasma para la PCR fue un factor limitante que impidi6 el andlisis de un
mayor numero de muestras. Se obtuvieron muestras de plasma
secuenciales de los pacientes de una mediana de 7 dias (rango: 0-26 dias) a
una mediana de 58 dias (rango: 38-75 dias) tras el trasplante. Se analizaron
un total de 520 muestras (una mediana de 6 muestras por paciente; rango:
3-11 muestras). La detecciéon de ADN de HHV-6 se realizé con un ensayo
comercial de PCR en tiempo real que amplifica una secuencia del ORF 13R
comun a las variantes A y B del HHV-6. El limite de deteccidn del ensayo es
de 10 copias/ml, y el rango de medicion linear es de 6 logio copias/ml. Para
el analisis de los datos, el inicio y el fin de un episodio dado de infeccidn viral
activa se definié como el primer resultado positivo (cualquier nivel de carga
viral plasmatica) y el primer resultado negativo, respectivamente, en el
ensayo de PCR correspondiente. La infeccién activa por HHV-6 6 CMV fue
definida por la deteccion de ADN virico en una o mas muestras de plasma.
Se inici6 tratamiento anticipado con valGCV oral (900 mg/12 horas) o GCV
i.v. (5mg/kg/12 horas) cuando se obtuvo el primer resultado de AG positiva
(21 célula positiva para pp65/200.000 células) y se retir6 tras dos
resultados de AG negativos consecutivos obtenidos con un intervalo de 3 a
7 dias, tras al menos 2 semanas de tratamiento. En pacientes con

neutropenia grave, se utilizé FOS i.v. (60 mg/kg/12 horas) en lugar de GCV.
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Todos los pacientes con anticuerpos frente al VHS recibieron profilaxis oral

con aciclovir (ACV) segun los protocolos institucionales.

Para determinar la tasa de replicacién viral se estim6 el tiempo de
duplicacién viral (dt) de HHV-6 y CMV por medio de dos aproximaciones.
En la primera, consideramos para el analisis los dos primeros resultados
positivos de PCR. El dt viene dado por dt = (tz - t1) x log(2)/log(qz/q1),
siendo g1 y t1 el nivel de DNAemia (copias/ml) y el tiempo (en dias) en el
momento del primer resultado positivo de PCR, respectivamente, y g2 y tz el
nivel de DNAemia y el tiempo en el momento de la segunda PCR positiva,
respectivamente. Esta formula asume una tasa de crecimiento constante,
que ocurre en la fase precoz de la replicacién viral. Cuando se disponia de
mas de dos resultados de PCR positivos, el pico de DNAemia no se considero,
ya que la tasa de crecimiento de un virus se enlentece cuando la carga viral
se aproxima al pico. En la segunda aproximacién, incluimos en el analisis
todas las medidas desde el tltimo resultado negativo de PCR hasta el pico
de la carga viral, y estimamos el dt como dt = In(2)/k, siendo k la constante
de la tasa de crecimiento exponencial, que viene dada por V(t) = V(0)xek,
donde V es la carga viral y t el tiempo (en dias). Para CMV el dt fue calculado
sobre la base de los valores de DNAemia obtenidos antes del inicio del
tratamiento anticipado. Por ello, sélo se consideraron para el analisis los
episodios en que la PCR fue positiva (al menos dos muestras consecutivas)
antes que el ensayo de AG y los que se resolvieron sin tratamiento
anticipado (episodios con AG negativa). Igualmente, para el calculo del dt de
HHV-6 sélo se consideraron para el analisis las cargas virales medidas en

ausencia de tratamiento con (val)GCV.

Para la monitorizacién inmunitaria, el recuento de linfocitos T CD8+
y T CD4* productores de IFNy (T CD8*IFNy* y T CD4*IFNy+,

respectivamente) especificos de pp65 e IE-1 de CMV se llev6 a cabo por
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citometria de flujo para citoquinas intracelulares tefiidas, de la misma

manera que en el articulo anterior de la presente tesis doctoral (articulo 1).

Los datos fueron analizados con ayuda del paquete estadistico SPPS
(versién 15.0). La comparacién de frecuencias se realizé empleando el test
de x? para variables categoéricas (analisis univariante), y para los datos
continuos no apareados el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney. El
coeficiente de Spearman fue utilizado para analizar la correlacién entre las
variables continuas. Para el analisis multivariante, las variables asociadas
(P<0.10) con la DNAemia de HHV-6 en un analisis univariante se incluyeron
y se analizaron por medio de un modelo de regresion logistica binaria. Las
variables que se asociaron con la DNAemia de CMV en un andlisis
univariante se incluyeron y analizaron empleando el modelo de regresion
de los riesgos proporcionales de Cox, en el que la DNAemia de HHV-6 se
introdujo como una variable tiempo-dependiente. Las asociaciones
potenciales entre la DNAemia de HHV-6 o la DNAemia de CMV y la
incidencia de EICHa de alto grado (II-IV) fueron también evaluadas con el
modelo de regresién de los riesgos proporcionales de Cox, siendo ambos
eventos virolégicos considerados como variables tiempo-dependientes. Los
resultados se expresan como tasa de riesgo relativo (RR) o cociente de
riesgo o hazard ratio (HR), y sus correspondientes intervalos de confianza

al 95% (IC). Un valor de P<0.05 fue considerado significativo.

Conclusiones:

Los datos favorecen la hipotesis de que un estado de
inmunosupresién grave lleva a una activacién simultanea de HHV-6 y CMV,
pero ponen en duda que HHV-6 tenga un papel predisponente en el
desarrollo de DNAemia de CMV o influya en el curso de la infeccién activa

por CMV.

117



Tesis Doctoral

118



Resumen de los Trabajos Publicados

Articulo 3

Titulo:

Kinetics of Cytomegalovirus (CMV) pp65 and IE-1-Specific IFNy CD8*
and CD4+ T Cells During Episodes of Viral DNAemia in Allogeneic Stem Cell
Transplant Recipients: Potential Implications for the Management of Active
CMV Infection. Tormo N, Solano C, Benet I, Nieto ], de la Cdmara R, Garcia-
Noblejas A, Clari MA, Chilet MF, Lopez ], Herndndez-Boluda JC, Remigia MJ,
Navarro D. ] Med Virol 2010; 82: 1208-1215.

Introduccion:

El tratamiento antiviral anticipado ha sido adoptado por la mayoria
de centros de trasplante como la estrategia de primera eleccién para la
prevencion de la enfermedad por CMV tras el alo-TPH [Boeckh et al,, 2003;
Griffiths et al, 2008]. Si bien esta estrategia ha demostrado reducir
drasticamente la incidencia de enfermedad temprana por CMV [Boeckh et
al, 2003; Ljungman, 2008], resulta probablemente en un exceso de
tratamiento, dado que un determinado nimero de pacientes que nunca
progresaran a enfermedad por CMV son tratados [Ljungman, 2006;
Avetisyan et al., 2007]. Se espera que la monitorizacién inmunolégica de la
respuesta celular T especifica de CMV mejore el manejo de la infeccién
activa, llevando a una mejor orientacién del uso de antivirales y permitiendo
la identificacidn de pacientes con elevado riesgo de infecciones recurrentes
y EOC. Sin embargo, hasta la fecha, la evaluacion de la inmunidad celular T
especifica de CMV no ha tenido un gran impacto en el manejo clinico de la
infeccion activa por CMV. Para poder disefiar estrategias potenciales de
intervencién basadas en la monitorizacién inmunoldgica, se requiere la
caracterizacion de las cinéticas de las células T funcionales especificas de

CMV durante los episodios de infeccién activa por CMV. Los estudios que
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abordan esta cuestion son, sin embargo, escasos [Aubert et al.,, 2001; Foster
et al, 2002; Widmann et al, 2008]. La resolucién de episodios de infeccion
activa por CMV en el contexto del alo-TPH parece ser en ultima instancia
dependiente de la expansion de células funcionales especificas de CMV en
respuesta a la replicacién viral [Quinnan Jr et al, 1982; Reusser et al., 1991;
Riddell et al., 1992]. En este sentido, hemos mostrado previamente que la
ausencia de una expansion precoz de células T CD8+y T CD4+ productoras
de IFNy (T CD8*IFNy*y T CD4+IFNy*, respectivamente) especificas de pp65
e IE-1 de CMV se asocia con niveles crecientes de la AG y la DNAemia
durante el tratamiento anticipado y con la duracién prolongada del

tratamiento antiviral (articulo 1 de la presente tesis doctoral).

Objetivo:

Estudiar la cinética de las células T CD8+*IFNy+ y T CD4+IFNy+
especificas de CMV y de la DNAemia de CMV en una serie de episodios de

infeccion activa por CMV en receptores de alo-TPH.

Metodologia:

Se realizé un estudio prospectivo observacional en el que se
incluyeron 19 episodios de infecciéon activa por CMV de 18 pacientes
receptores de alo-TPH. El periodo de inclusion fue de diciembre de 2008 a
mayo de 2009 en los hospitales participantes. Se excluyeron los pacientes
seronegativos para CMV receptores de un injerto de un donante también
seronegativo. Solo se incluyeron para el analisis los episodios de infeccion
activa por CMV tratados anticipadamente. El final del periodo de estudio fue
el 22 de Junio de 2009. La monitorizacién viroldgica de la infecciéon por CMV

se llevé a cabo por medio del ensayo de la AG y/o un ensayo en plasma de
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QRT-PCR. El tratamiento anticipado con valGCV oral (900 mg/12 h) 6 GCV
i.v. (5 mg/kg/12 h) se inicid al obtener un resultado positivo de la AG (=1
célula positiva para pp65/200 000 células) 6 detectar >1000 copias/ml de
ADN de CMV en plasma, dependiendo de la institucién participante, y se
retir6 al obtener dos resultados consecutivos negativos de AG o PCR (en
funcién del centro), separados en 3-7 dias tras un minimo de dos semanas
de tratamiento. Se empleé FOS iv. (60 mg/kg/12 h) en lugar de GCV en
pacientes con neutropenia grave, y en algunos pacientes que no habian
respondido al GCV tras 3 semanas de tratamiento. Para llevar a cabo el
andlisis, la duracion de un episodio dado fue el tiempo comprendido entre
el dia de inicio del tratamiento anticipado y el dia del primer resultado
negativo de la DNAemia. El diagnéstico de la enfermedad por CMV se realizé
conforme a lo descrito previamente [Solano et al, 2001; Gimeno et al,
2008]. Cuando estuvo indicado clinicamente, los pacientes recibieron

transfusiones de glébulos rojos concentrados y de plaquetas.

La enumeracioén de linfocitos T CD8*IFNy*y T CD4*IFNy* especificos
de CMV se llevé a cabo por citometria de flujo para deteccién de citoquinas
intracelulares tefiidas, como se ha descrito en el articulo 1 de la presente
tesis doctoral. La monitorizacién inmunoldgica fue realizada una o dos
veces a la semana durante los episodios de infecciéon activa por CMV. En
algunos pacientes, se dispuso de varias muestras de sangre tomadas tras la
resolucién del episodio de infeccidn activa por CMV. Se analizaron un total
de 146 muestras de sangre de los 18 pacientes (mediana: 7 muestras /

paciente; rango, 2-15 muestras).

Se llevo a cabo el andlisis de las secuencias de los genes UL54 y UL97
en los dos episodios de mayor duracién que no resolvieron para determinar
la presencia de mutaciones relacionadas con resistencia a (val)GCV y FOS

(igual que en el articulo 1 de la tesis).
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Los datos fueron analizados con ayuda del paquete estadistico SPSS
(versién 15.0). Las comparaciones se llevaron a cabo empleando el test no
paramétrico de la U de Mann-Whitney para los datos continuos
desapareados, y el test de Wilcoxon para los datos continuos apareados. El
test del coeficiente de Spearman se emple6 para el andlisis de la correlacién
entre variables continuas. Para llevar a cabo los célculos, las respuestas
especificas frente a CMV indetectables se computaron como 0 células/ul. Un

valor de P <0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Conclusiones:

Los recuentos periféricos de células T CD4+y T CD8* productoras de
IFNYy especificas de CMV se correlacionan inversamente con la DNAemia por
CMV. La expansion de ambos tipos celulares -sobre todo de las células T
CD8*- se asocia con la resolucion de los episodios de infeccién activa
tratados anticipadamente. Esta observacién podria utilizarse para
suspender o continuar el tratamiento antiviral basandose en la

monitorizacién inmunolégica de estos pacientes.
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Articulo 4

Titulo:

Reconstitution of CMV pp65 and IE-1-specific IFN-y CD8* and CD4+ T-
cell responses affording protection from CMV DNAemia following allogeneic
hematopoietic SCT. Tormo N, Solano C, Benet I, Nieto ], de la Cdmara R, Lépez
J, Garcia-Noblejas A, Muiioz-Cobo B, Costa E, Clari MA, Hernddez-Boluda JC,
Remigia M], Navarro D. Bone Marrow Transplant 2011; 46: 1437-43.

Introduccion:

La proteccion frente a la infecciéon activa por CMV en el alo-TPH
depende criticamente de la reconstitucién de células funcionales T CD8*y T
CD4+ especificas de CMV [Quinnan Jr et al, 1982; Reusser et al., 1991;
Riddell et al, 1992; Li et al, 1994; Einsele et al, 2002]. Se ha demostrado
que la cuantificaciéon de células T especificas de CMV resulta potencialmente
util para identificar pacientes con elevado riesgo de desarrollar
complicaciones clinicas relacionadas con CMV [Solano y Navarro, 2010]. El
tratamiento antiviral anticipado es actualmente la estrategia de primera
elecciéon para prevenir la aparicién de EOC en receptores de alo-TPH
[Ljungman et al.,, 2008], pero sin duda lleva a un exceso de tratamiento que
puede ser toxico, favorecer la aparicién de resistencia a los antivirales o
permitir la instauracidn tardia de enfermedad por CMV [Ljungman, 2006].
Se espera que la monitorizacién inmunolégica lleve a un uso mas preciso del
tratamiento anticipado, por lo que se han propuesto diversos marcadores
inmunolégicos subrogados de la competencia inmunitaria adaptativa frente
a CMV [Solano y Navarro, 2010]. Ademas, se han intentado establecer
niveles umbral de determinadas subpoblaciones de células T especificas de
CMV que presumiblemente confieren proteccidn frente a la infeccion activa

por CMV, si bien su utilidad clinica no ha sido validada extensamente
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[Aubert et al, 2001; Cwynarski et al, 2001; Hebart et al,, 2002; Ohnishi et
al., 2005; Lilleri et al, 2008; Moins-Teisserenc et al., 2008; Solano et al,
2008; Pastore et al, 2011]. En un estudio piloto, mostramos que la
cuantificacion de células T CD8*IFNy* y T CD4*IFNy* estimuladas con dos
conjuntos de péptidos que abarcan las secuencias enteras de pp65 e IE-1,
permitia la identificacién de pacientes presumiblemente protegidos de la
DNAemia de CMV poco tiempo después del trasplante [Solano et al., 2008].
Establecimos un punto de corte protector en el recuento de las dos
subpoblaciones de células T productoras de IFNy que mostraba el maximo
de especificidad (>1.0 células/ul para las células T CD8*IFNy+ y >1.2
células/ul para las células T CD4+IFNy+).

Objetivo:

Evaluar los niveles umbral de células T CD8*IFNy* y T CD4+*IFNy+*
especificas de CMV obtenidos previamente en una cohorte amplia de
receptores de alo-TPH, e investigar los efectos de varios factores sobre la

reconstitucioén precoz y a largo plazo de ambas subpoblaciones T.

Metodologia:

Se llevé a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se
incluyeron 133 pacientes receptores de alo-TPH sin deplecion de células T
atendidos en cuatro hospitales espafioles entre enero de 2007 y mayo de
2009. Los pacientes fueron monitorizados al menos hasta un afio post-
trasplante. El estudio fue aprobado por los respectivos Comités de Etica, y
todos los pacientes dieron su consentimiento informado para participar. La
monitorizacién viroldgica de la infeccién activa por CMV fue realizada por

medio de la AG y/o un ensayo en plasma de QRT-PCR. El tratamiento
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anticipado con valGCV oral (900 mg/12 h), GCV i.v. (5 mg/kg/12 h) 6 FOS
i.v. (60 mg/kg/12 h) se inici6 y se retir6 segin los criterios mencionados
anteriormente. La enfermedad orgdnica por CMV fue diagnosticada y
tratada como se ha indicado previamente. El recuento de células T CD8*y T
CD4+ productoras de IFNy especificas de CMV se realiz6 por citometria de
flujo para citoquinas intracelulares tefiidas, por medio del empleo
simultdneo para la estimulacién de dos conjuntos de pentadecapéptidos
solapados que abarcan las secuencias enteras de las proteinas pp65 e IE-1
de CMV (como se ha descrito previamente en el articulo 1 de la tesis). La
monitorizacién inmunoldgica se planificé para ser realizada los dias +30,
+60, +90 y +365 post-trasplante. El analisis estadistico se llev6 a cabo con el
paquete estadistico SPPS (version 17.0). La comparacién de frecuencias se
realiz6é por medio del test de x2 (test exacto de Fisher) para las variables
categdricas. Las diferencias entre las medianas se compararon con el test de
la U de Mann-Whitney (para dos variables independientes) o el test de
Kruskal-Wallis (k variables independientes) para datos no apareados. El
test de Spearman se utilizé para el analisis de correlacion entre variables

continuas. Un P-valor <0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Conclusiones:

Ningtn paciente experimenté episodios de DNAemia por CMV tras
presentar niveles por encima de los valores umbrales previamente
establecidos para las células T CD4+ y T CD8* productoras de IFNy
especificas de CMV. Los pacientes receptores de alo-TPH de donantes
seropositivos para CMV emparentados y HLA-idénticos, asi como
acondicionados con regimenes no mieloablativos recuperaron dichos
niveles protectores con mayor frecuencia. El conocimiento de los factores
que afectan a la recuperacion de la respuesta celular T especifica frente a

CMV en el alo-TPH permite determinar aquellos pacientes con mayor riesgo

125



Tesis Doctoral

de presentar una infecciéon activa por CMV, con el fin de administrar el

tratamiento anticipado de forma mas precisa.
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Articulo 5

Titulo:

Effect of cytomegalovirus (CMV) serostatus on the incidence and
virological features of active CMV infection in allogeneic stem cell transplant
recipients. Solano C, Tormo N, de la Cdmara R, Nieto ], Lopez ], Benet I, Mufioz-
Cobo B, Costa E, Remigia M], Garcia-Noblejas A, Bravo D, Navarro D.
Correspondence. Clin Infect Dis 2011: 53; 313-315.

Introduccion:

En el articulo de Pietersma y cols. [Pietersma et al, 2011], se
concluye que la DNAemia ocurre mas frecuentemente (P < .001) pero es
menos grave (duracién mas corta y menor valor pico medio) en receptores
de alo-TPH de un donante seropositivo para CMV (D+) que en los receptores
de alo-TPH de wun donante seronegativo para CMV (D-).
Desafortunadamente, el extenso uso de globulina antitimocitica (ATG) en la
cohorte (60% de los pacientes), que podria haber sido empleado de forma
desigual entre los grupos D- y D+, podria haber minimizado el conocido
impacto de recibir un injerto de un D+ sobre la reconstituciéon de una
respuesta inmunitaria protectora especifica de CMV [Zhou et al, 2009;
Ugarte-Torres et al., 2011], como demostramos en los articulos previos de
la presente tesis doctoral (articulos 1 y 4). Por otra parte, parece que casi el
50% de los pacientes no fueron tratados con antivirales. Esto podria haber
introducido un sesgo en la estimacion de la duraciéon de los episodios, dado
que la cinética del aclaramiento de la DNAemia del CMV en plasma en

episodios “auto-resueltos” podria diferir de la de episodios tratados.
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Objetivo:

Demostrar la influencia del estado seroldgico frente al CMV del
donante en la incidencia y caracteristicas viroldgicas de la infeccidn activa

por CMV en el receptor seropositivo de alo-TPH.

Metodologia:

Para contrastar los resultados del citado articulo [Pietersma et al,
2011], se llevo a cabo el andlisis retrospectivo de una cohorte muy
homogénea, que incluia a 80 pacientes seropositivos para CMV, receptores
de alo-TPH repletos de células T de donante hermano/HLA-idéntico de los
hospitales participantes entre diciembre de 2006 y enero de 2010. En 21
casos, el donante era seronegativo para CMV (D-) y en 59 seropositivo (D+).
Setenta pacientes fueron monitorizados virol6gicamente por medio de la AG
y por QRT-PCR plasmdatica. Dichos pacientes fueron tratados
anticipadamente con antivirales cuando se detecté una AG de =1 célula-
pp65+ / 200.000 PBLs. Trece pacientes fueron monitorizados
exclusivamente por medio de la DNAemia de CMV y tratados cuando se
detectdé una carga de >500 copias de ADN / ml en plasma. Un total de 44
pacientes experimentaron 1 o mas episodios (n=59) de DNAemia de CMV
en el trascurso de los 6 meses post-trasplante. Todos los episodios fueron

tratados anticipadamente.

Conclusion:

La DNAemia de CMV aparece mas frecuentemente y es de mayor
gravedad en pacientes receptores de alo-TPH de un donante seronegativo
para CMV que de un donante seropositivo, en relaciéon con un retraso en la

reconstitucion celular T especifica de CMV.
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8. RESULTADOS

Los resultados de los 5 articulos incluidos en la tesis doctoral se

exponen a continuacién en orden cronolégico:

Articulo 1

Un total de 47/76 receptores de alo-TPH presentaron =1 episodios
de infeccidén activa por CMV (n=81). Once pacientes desarrollaron episodios
de DNAemia positiva / AG negativa (n=13) que no fueron tratados
anticipadamente. Treinta y seis de 47 receptores de alo-TPH tuvieron uno o
mas episodios de infeccidn activa por CMV (n=68) que fueron tratados con
(val)GCV. Los pacientes fueron monitorizados una mediana de 251 djias.
Cuarenta y tres episodios (67.4%) aparecieron en los primeros 100 dias

post-TPH.

Diecisiete pacientes (47.2%) presentaron episodios de infeccion
activa por CMV en los cuales se observaron niveles decrecientes de AG y
DNAemia tras el inicio del tratamiento anticipado (episodios tipo A). Doce
pacientes (33.3%) desarrollaron episodios de infeccién activa por CMV en
los que tanto los niveles de AG como de DNAemia aumentaron durante el
tratamiento (episodios tipo B). Cinco pacientes (13.8%) experimentaron los
dos tipos de episodios durante su seguimiento. Se constataron episodios de
infecciéon activa por CMV con niveles disociados de AG y DNAemia
(episodios tipo C) en dos pacientes (5.5%). En resumen, de los 68 episodios,

39 fueron tipo A (57.3%), 27 tipo B (39.7%) y 2 tipo C (2.9%).

Se observo un incremento de 10 y 15 veces en los niveles de AG y

DNAemia, respectivamente, sobre la linea de base (valor positivo inicial) en
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los episodios tipo B, a los 13-14 dias tras el inicio del tratamiento. Los
niveles pico de AG y DNAemia se alcanzaron mas frecuentemente en el
trascurso de la segunda semana. En general, la duracién de los episodios
tipo B fue mayor que la de los episodios tipo A (Tabla 1). Igualmente, los
picos de los niveles de AG y DNAemia fueron significativamente mayores en
los episodios tipo B que en los tipo A. Los primeros valores positivos de AG

y DNAemia de los episodios tipo A y tipo B fueron, sin embargo,

comparables.
Parametro Episodios A Episodios B Valor de P
mediana (rango) mediana (rango)

Todos los episodios
Duracién de la antigenemia 9.5 (2-39) 28 (7-72) =0.001
Duracién de la DNAemia 14 (2-48) 39 (10-45) <0.001
Pico de la antigenemia 4 (1-210) 30 (4-210) =0.001
Pico de la DNAemia 1200 (25-12 900) 14 219 (544-917 791) <0.001

Episodio inicial
Duracién de la antigenemia 9.5 (2-16) 24.5 (6-72) 0.007
Duracién de la DNAemia 11 (2-28) 31 (10-95) 0.005
Pico de la antigenemia 3(1-210) 2 (2-50) 0.369
Pico de la DNAemia 1309 (25-70 800) 754 (37-7680) 0.300

Antigenemia (células positivas para pp65/200 000 LPMNs); DNAemia (copias de ADN de CMV/ml
de plasma); duracion (dias).

Tabla 1. Caracteristicas de los episodios de infeccion activa por CMV con disminucién (tipo A) o
aumento (tipo B) de los niveles de antigenemia y DNAemia durante el tratamiento antiviral
anticipado (correspondiente a la Tabla 2, articulo 1).

Veinte episodios (10 tipo A y 10 tipo B) ocurrieron en pacientes en
tratamiento de mantenimiento con valGCV. Estos episodios tendieron a ser
mas prolongados y alcanzaron valores mayores de los niveles pico de AG y
DNAemia que los desarrollados en su ausencia. Doce (9 tipo By 3 tipo A) de
estos 20 episodios se produjeron en pacientes en tratamiento con
corticosteroides para EICH. En general, el tratamiento corticosteroideo se
asocid significativamente con la aparicién de episodios tipo B. Los episodios
recurrentes se produjeron con frecuencias comparables,

independientemente de que el episodio inicial fuera tipo A o tipo B.
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En 24 episodios de infeccién activa por CMV (14 tipo Ay 10 tipo B)
se disponia de datos de respuesta de linfocitos T CD4+y T CD8+ productores
de IFNy (T CD4+IFNy+y T CD8*IFNy*) especificos de pp65 e IE-1 de CMV,
obtenidos antes y después del inicio del tratamiento antiviral anticipado

(Figura 5).
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Figura 5. Células T CD8+y T CD4+* productoras de IFNy especificas de pp65

e IE-1 de CMV, antes y después del inicio del tratamiento antiviral
anticipado en episodios de infeccién activa por CMV con niveles
decrecientes (A) o crecientes (B) de antigenemia y DNAemia. Las barras
horizontales indican las medianas. Se muestra la significacion estadistica
de las diferencias entre los niveles de células T pre-tratamiento (puntos
negros) y post-tratamiento (puntos blancos). Las muestras pre-
tratamiento se obtuvieron una mediana de 9 y 10.5 dias para los episodios
tipo Ay tipo B, respectivamente, antes del inicio del tratamiento antiviral
anticipado. Las muestras post-tratamiento se obtuvieron una mediana de
16.5y 13.5 dias para los episodios tipo A y tipo B, respectivamente, tras el
inicio del tratamiento anticipado (Figura 1, articulo 1).

Estos episodios ocurrieron una mediana de 46 dias post-TPH y
fueron episodios iniciales en 18 casos y recurrentes en los otros 6. Dos
episodios tipo A y cuatro de tipo B se produjeron en pacientes en
tratamiento corticosteroideo. Los niveles pretratamiento antiviral
(obtenidos unos 10 dias antes del inicio del tratamiento) de las dos
subpoblaciones de células T no fueron significativamente diferentes entre
los episodios tipo A y tipo B. Se produjo una expansion significativa de 12 y

6,8 veces de mediana en los niveles de células T CD8*IFNy* y T CD4*IFNy+,

133



Tesis Doctoral

respectivamente, en los episodios tipo A, a los 16.5 dias de mediana tras el
inicio del tratamiento. En estos episodios, la duraciéon de la AG y de la
DNAemia fue de unos 10 dias. Por el contrario, en los episodios tipo B, el
numero de ambas subpoblaciones celulares a los 13.5 dias tras el inicio del
tratamiento no fue significativamente diferente al de las muestras
pretratamiento. En estos episodios, los picos de los niveles de AGy DNAemia
se alcanzaron 14 dias tras el comienzo del tratamiento; y se produjo una
expansion modesta de células T CD8*IFNy* y T CD4+*IFNy* en sélo 4 y 3 de

los 10 episodios analizados, respectivamente.

La monitorizacién de los niveles de células T IFNy+ especificas de
CMV solo fue posible en 7 episodios tipo B de 6 pacientes. En 5 de estos
episodios, el control de la replicacién de CMV parecid estar asociado con un
incremento significativo en ambas subpoblaciones celulares. Por el
contrario, un fallo en su expansidn se relacion6 con la persistencia de la AG
y la DNAemia hasta el final del periodo de seguimiento (2 episodios

restantes).

Las infecciones recurrentes se produjeron tras 6 episodios (2 tipo A
y 4 tipo B) de los 24 para los cuales se dispuso de datos inmunolégicos. Los
niveles post-tratamiento de T CD8*IFNy* y T CD4*IFNy* fueron
significativamente menores en estos 6 episodios que en los 18 que no fueron

seguidos de una infeccion recurrente.

La secuenciacion de los genes de CMV UL97 y UL54 se realizo
retrospectivamente en 12 muestras de plasma de episodios con niveles
crecientes de AG y DNAemia (11 tipo B y 1 tipo C). Se encontraron
mutaciones en el gen UL97 que confieren resistencia a GCV en 2 muestras
de episodios tipo B de dos pacientes diferentes. Estos episodios continuaban
siendo activos al final del periodo de seguimiento (ambos pacientes
fallecieron) y no fueron aclarados incluso tras la administracién de FOS (no

habia mutaciones que confieren resistencia a FOS). En ambos pacientes, la
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emergencia de cepas resistentes se detect6 tras 40 y 56 dias de tratamiento
de mantenimiento, respectivamente. Se observé en ambos casos una
respuesta celular T especifica frente a CMV deteriorada durante toda la

duracion del episodio.
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Articulo 2

Se incluyeron 68 pacientes no consecutivos del Hospital Clinico
Universitario de Valencia (n=53), y del Hospital La Princesa de Madrid
(n=15). En 62/68 pacientes, la primera muestra analizada se obtuvo en los
primeros 10 dias post-TPH. La DNAemia de HHV-6 se detecté al menos una
vez en 27 de los 68 pacientes (39.7%), una mediana de 20 dias (rango: 7-44
dias) post-TPH. Se obtuvo una mediana de 2 muestras positivas por
paciente (rango: 1-5 muestras). Seis pacientes presentaron un Uunico

resultado positivo.

En cuanto a la cinética de la DNAemia de HHV-6, el nivel pico se
alcanz6 mas frecuentemente en la cuarta semana post-trasplante (52%).
Los episodios de DNAemia de HHV-6 duraron una mediana de 10 dias. El
aclaramiento espontaneo de la DNAemia de HHV-6 se observd en 19/27
episodios; mientras que la resoluciéon de los 8 episodios restantes se
produjo durante el tratamiento con (val)GCV, iniciado por el desarrollo de
una infeccion activa por CMV con AG positiva. En 3/8 episodios, el
tratamiento anticipado fue iniciado en el momento del pico de DNAemia de
HHV-6, mientras que en los otros 5 se inicié cuando la DNAemia de HHV-6

habfa empezado a disminuir.

Treinta y nueve pacientes (57.3%) presentaron un episodio de
infeccion activa por CMV en los primeros 100 dias post-trasplante (mediana
de inicio: 34 dias). Ninguno de estos pacientes progres6 a enfermedad por
CMV durante el estudio. Veintisiete de los 39 episodios fueron tratados
anticipadamente (AG positiva). Los 12 episodios restantes se resolvieron
espontaneamente. No hubo episodios PCR-/AG+ y en todos los casos, la PCR
plasmatica fue positiva antes que la AG. Veintiuno de los 39 pacientes
presentaron DNAemia de HHV-6 previa o simultdnea. En 20/21 pacientes,

la deteccién de la DNAemia de HHV-6 precedio6 a la de la DNAemia de CMV
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en una mediana de 15 dias. En los 18 pacientes restantes que desarrollaron
DNAemia de CMV no se detecté ADN de HHV-6 en plasma. Las DNAemias de
HHV-6 y CMV se superpusieron en 11/21 pacientes y en los otros 10, la
DNAemia de CMV se detect6 tras el aclaramiento del HHV-6.

El nivel pico de la DNAemia de HHV-6 en los pacientes que
posteriormente desarrollaron un episodio de infeccién activa por CMV no
fue significativamente diferente al de aquellos que no lo desarrollaron. Al
analizar la cinética de la DNAemia de CMV en pacientes con o sin episodio
de DNAemia de HHV-6 previo, no encontramos diferencias significativas en
términos de tiempo de la primera PCR de CMV positiva, dia de inicio del
tratamiento anticipado y duracién del mismo, valores iniciales de AG y
DNAemia, pico de carga viral, duracién de la DNAemia, y nimero de
episodios tratados anticipadamente o auto-limitados (Tabla 2). Ademas, no
se obtuvo correlacion significativa entre los niveles pico de las DNAemias

de ambos virus.

DNAemia de HHV-6
Parametro virolégico Si (n=21) No (n=18) P-Valor*
Primera PCR de CMV positiva, dia 29 (6-66) 36 (0-70) 95
Carga inicial de CMV, copias/ml 41 (25-2300) 45 (25-7276) 71
Pico de carga de CMV, copias/ml 1207 (25-212,320) 1302 (25-65,945) .90
Duracion de CMV
DNAemia, dias 29 (5-100) 24 (3-98) 91
Inicio del tratamiento anticipado, dias 36 (24-67) 36.5 (12-96) 21
Valor inicial de antigenemia 3 (1-210) 3 (1-50) 46
(células positivas/200.000 PBLs)
Episodios auto-limitadost 5 6 51
Duracion del tratamiento anticipado 22 (14-60) 26.5(14-90) 71
Los datos estan dados en medianas de niimeros (rango).
*Analisis realizado con el test U de Mann-Whitney.
tEpisodios de DNAemia de CMV resueltos sin tratamiento anticipado.

Tabla 2. Perfil de infeccion activa en pacientes con y sin episodio previo de DNAemia de HHV-6
(correspondiente a la Tabla 2, articulo 2).
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Como complemento para determinar el efecto de la infeccion activa
por HHV-6 sobre la replicacion de CMV, estimamos la tasa de replicacién (en
términos de tiempo de replicacién o doubling time (dt) en inglés) de CMV
en pacientes con 6 sin episodio previo de DNAemia de HHV-6. Se utilizaron
2 aproximaciones diferentes y los resultados fueron comparables. La
mediana del dt de HHV-6 fue de 0.90 dias, por lo que fue significativamente
mas corto que el dt de CMV (mediana de 1.72 dias). La mediana de dt de
CMV en pacientes con DNAemia previa de HHV-6 no difirio

significativamente del obtenido en pacientes sin DNAemia de HHV-6 previa.

Investigamos si la ocurrencia de infeccién activa por HHV-6
present6 algiin efecto medible sobre la recuperacién de la respuesta de
células T CD8*IFNy* y T CD4+IFNy+* especificas de pp65 e IE-1 de CMV poco
tiempo después del trasplante (mediana de 32 dias). En general, los
recuentos periféricos de ambos subtipos de células T en los pacientes con
DNAemia de HHV-6 antes del dia +30 no fueron significativamente
diferentes de los recuentos en los pacientes sin DNAemia de HHV-6 previa
(Tabla 3). Realizamos un andlisis similar en 2 subgrupos de pacientes: uno
incluia pacientes que no desarrollaron infeccién activa por CMV durante el
periodo de estudio (n=23), de los cuales 6 presentaron DNAemia de HHV-6
y 17 no; y el otro incorporaba pacientes que desarrollaron una infeccién
activa por CMV mas alla del dia +30 post-TPH (n=14), de los cuales 6
tuvieron un episodio previo de DNAemia de HHV-6 y 8 no. En los dos
subgrupos encontramos niveles comparables de ambos subtipos de células
T, independientemente de si se habia producido 6 no un episodio previo de

DNAemia de HHV-6.
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DNAemia No DNAemia
Grupo de pacientes de HHV-6 de HHV-6 P-valor*
Todos los pacientest
T CD8*IFNy* 0.30 (0-1.54) 0.11 (0-3.11) 52
T CD4+IFNy+ 0.32 (0-1.54) 0.18 (0-7) .54
No DNAemia de CMV antes del
dia +100%
T CD8*IFNy+ 0.92 (0-1.54) 0.42 (0-3.11) .83
T CD4+IFNy+ 0.78 (0-3.76) 0.59 (0-7) .66
DNAemia de CMV pasado el
dia +30§
T CD8*IFNy+ 0.26 (0-0.56) 0(0-0.42) .18
T CD4+TFNy+ 0.20 (0-1.02) 0.04 (0-0.32) .34

Los datos son en células/ul de sangre, y vienen dados como medianas de niimeros (rango).
*Analisis realizado con el test U de Mann-Whitney.

1Todos los pacientes (n=37) con o sin DNAemia de CMV.

FEste grupo incluyé 23 pacientes, de los cuales 6 desarrollaron DNAemia de HHV-6 antes
del dia +30 post-transplante y 17 no.

§Este grupo incluy6 14 pacientes, de los cuales 6 desarrollaron DNAemia de HHV-6 antes
del dia +30 post-trasplante y 8 no lo hicieron.

Tabla 3. Reconstituciéon precoz (dia +30) de células T CD8+y T CD4* productoras de IFNy en
pacientes con 6 sin DNAemia de HHV-6 (correspondiente a la Tabla 3, articulo 2).

También determinamos si la aparicién de DNAemia de HHV-6 tuvo
algin efecto sobre la magnitud de la respuesta inmunitaria especifica de
CMV inducida por la replicacién de CMV. Se disponia de muestras de sangre
tomadas una mediana de 63 dias post-TPH de 14 pacientes que
desarrollaron infeccién activa por CMV entre los dias +30 y +60. Seis de
estos pacientes presentaron un episodio de DNAemia de HHV-6 antes de la
reactivaciéon de CMV. Los niveles medianos de células T CD8*IFNy+ y T
CD4+IFNy* en estos pacientes no difirieron significativamente de los

obtenidos en pacientes sin episodio previo de DNAemia de HHV-6.

La recepcién de un injerto de un donante no emparentado o con
incompatibilidad HLA, el empleo de SCU, el acondicionamiento
mieloablativo y el uso de prednisona en la profilaxis de la EICH, se asociaron
significativamente con la aparicion de DNAemia de HHV-6 (andlisis

univariante). Otras covariables como edad, sexo, enfermedad de base, y
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estado serolégico para CMV del donante no se relacionaron con la DNAemia
de HHV-6. En el analisis multivariante, el origen de las células madre y el
trasplante de donante no emparentado 6 con incompatibilidad HLA se

asociaron independientemente con la DNAemia de HHV-6.

Los factores de riesgo asociados significativamente con la DNAemia
de CMV en el andlisis univariante fueron: la recepcién de un injerto de un
donante HLA-incompatible 6 no emparentado, el uso de prednisona como
profilaxis de la EICH y una DNAemia de HHV-6 previa. Si bien, en el analisis
multivariante, en que la DNAemia de HHV-6 se introdujo como variable
tiempo-dependiente, sélo la recepciéon de un injerto de un donante HLA-

incompatible mantuvo la significacién.

Analizamos si la DNAemia de HHV-6 tuvo algun efecto sobre el
tiempo de prendimiento de neutroéfilos y plaquetas. Todos los pacientes
salvo uno habian logrado el prendimiento de neutréfilos el dia +30,
mientras que el 80% y el 92% de los pacientes lograron el prendimiento de
plaquetas los dias +30 y +50, respectivamente. S6lo se incluyeron en el
analisis los pacientes que presentaron DNAemia de HHV-6 antes del dia +30
(25/27 pacientes). La aparicion de DNAemia de HHV-6 no tuvo ningun

efecto significativo sobre estos parametros.

También evaluamos el efecto potencial de las DNAemias de HHV-6y
CMV sobre el desarrollo de EICHa de grados II-IV el dia +100 post-
trasplante. Los dos eventos virolégicos fueron considerados inicamente si
precedieron la aparicion del punto clinico final. Ni la DNAemia de HHV-6 ni
la DNAemia de CMV se asociaron significativamente con el desarrollo

posterior de EICHa de alto grado.

No se observaron eventos clinicos potencialmente asociados con la
reactivaciéon de HHV-6 en los receptores de alo-TPH de nuestra cohorte

(disfuncion del SNC, sindrome de neumonia idiopatica 6 erupcién cutanea
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no asociada a EICH). Ademas, intentamos determinar si la apariciéon de
DNAemia de HHV-6, DNAemia de CMV, o ambas, tenia alguna influencia
sobre la mortalidad por cualquier causa durante el periodo de estudio; pero
el escaso numero de eventos clinicos (n=11) excluyé la realizaciéon de un

analisis estadistico significativo.

141



Tesis Doctoral

Articulo 3

Se incluyeron para el andlisis 19 episodios (de 18 pacientes) de
infeccion activa por CMV, que se produjeron una mediana de 56 dias post-
trasplante. Trece de los 19 episodios (en 12 pacientes) se resolvieron

durante el periodo de estudio (Tabla 4).

DNAemia de CMV Respuesta celular T especifica de CMV
(copias/ml) CD8* IFNy*/CD4* IFNy* (células /uL)

Episodio Inicial Pico Duracion Primera respuesta Primera PCR
(dias PT) (dias) detectada (dia) negativa (dia)
1(232) 1125 1125 7 15.13/0.12 (7) -a
2(115) 800 800 3 2.09/1.61 (3)
3(293) 2460 2460 7 15.20/5.20 (7)
4(41) 890 890 7 14.01/1.90 (7)
5 (40) 1800 1800 6 1.31/0.43 (6)
6 (59) 560 1200 15 0.90/0.38 (15) 2
7(14) 1100 3200 16 1.45/0.67 (16)
8 (30) 1100 6200 94 0.50/0.40 (21) 6.24/0.55 (94)
9(26) 1980 1980 20 0.65/0.19 (7) 0.82/0.56 (20)
10 (53) 3600 4560 55 0.21/0.62 (21) 2.46/1.23 (55)
11 (63) 1270 3700 61 0.22/0.01 (7) 1.36/0.48 (61)
12 (27) 1200 3100 31 0.67/0.06 (5) 434/0.70 (31)
13 (65) 7200 15110 31 1.28/0.46 (9) 10.62/0.35 (31)
PT, post-transplante.
El dia en la columna de la primera respuesta celular T especifica de CMV se refiere al
primer dia tras el inicio del tratamiento anticipado. Los episodios 2 y 3 se produjeron en el
mismo paciente.
aPrimera respuesta detectada concomitante con la primera PCR negativa

Tabla 4. Datos virologicos e inmunolégicos de los episodios de infeccion activa por CMV, cuya
resolucion se produjo durante el periodo de estudio (correspondiente a la Tabla II, articulo
3).
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Los 6 episodios restantes (6 pacientes) permanecian activos al final
del periodo de seguimiento, tras una mediana de 30 dias del inicio del
tratamiento anticipado (Tabla 5). Tres de estos 6 pacientes fallecieron
durante el periodo de estudio (sepsis bacteriana en un paciente y EICH

grave en los otros dos).

DNAemia de CMV Respuesta celular T especifica de CMV
(Copias/mL) CD8* IFNy* / CD4* IFNy* (células/uL)

Episodio Inicial  Pico (dia) 1% respuesta Nivel del pico  Tratamiento
(dia PT) detectable (dia) (dia)
1(330) 2390 3790 (7) 0.96/0.19 (20) FOS/(val)GCV
2(62) 2320 35450 (12) 1.28/1.27 (8) : (val)GCV
3 (160) 1350 10,200 (30) 0.03/0.06 (7) - (val)GCV
4 (42) 5440 5500 (9) 0.09/0.46 (9) - FOS
5 (55) 5600 23,450 (19) ND ND (val)GCv
6(36) 720 1290 (23) 0.03/0.26 (0) 0.53/0.66 (8) GCV
ND, No detectable; PT, Post-transplante.
Los dias en las columnas se refieren a dias tras el inicio del tratamiento anticipado.
El nivel del pico es la primera respuesta detectada.

Tabla 5. Datos viroldgicos e inmunolégicos de los episodios de infeccion activa por CMV que
permanecian activos al final del periodo de estudio (correspondiente a la Tabla III, articulo 3).

Evaluamos en primer lugar la respuesta celular T especifica de CMV
en el momento del inicio del tratamiento anticipado. Se dispuso de muestras
de sangre para el analisis inmunolégico en 14 episodios (9 desarrollados
antes del dia 100 post-trasplante). Se observaron respuestas indetectables
de células T CD8*IFNy* y T CD4+*IFNy*en 13/14 pacientes. En el episodio
restante, que permanecia activo al final del periodo de seguimiento, se
detectaron niveles bajos de ambas subpoblaciones de células T. Nueve de
estos 14 episodios se resolvieron durante el periodo de estudio, con el

tiempo de conversiéon de la DNAemia de CMV a negativa ampliamente
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variable (3-94 dias), mientras que en los 5 episodios restantes no se logré
el control de la replicacion de CMV. Estos datos indican que los niveles
periféricos de células T CD8*IFNy* y T CD4*IFNy*en el momento del inicio
del tratamiento anticipado no permitieron predecir el desenlace virolégico

del episodio.

En segundo lugar, investigamos la dindmica de las dos
subpoblaciones celulares T y de la DNAemia de CMV durante los 19
episodios de infeccién activa por CMV tratados anticipadamente. En
general, los recuentos periféricos de células T CD8*IFNy*y T CD4+IFNy* se
correlacionaron inversamente con los niveles de DNAemia de CMV, aunque
se observaron respuestas detectables de células T especificas de CMV en
presencia de DNAemia de CMV en determinados momentos puntuales, tanto
en episodios que no se resolvieron como en episodios que si lo hicieron. Sin
embargo, los niveles de T CD8*IFNy+* y T CD4+IFNy* en presencia de
DNAemia de CMV eran significativamente menores que dichos niveles en el
momento del primer resultado negativo de PCR. Considerando el valor pico
de células T CD8*IFNy* (1.28 cél./ul) obtenido en presencia de DNAemia de
CMYV, se estableci6 en nuestra cohorte un valor umbral de 1.3 cél./ul como
predictor del aclaramiento de la DNAemia de CMV (PCR negativa) con un
valor predictivo positivo (VPP) del 100% y un VPN del 93%. Se obtuvo un
cierto grado de solapamiento entre los valores de células T CD4*IFNy+ en
presencia de DNAemia de CMV y en el momento de la primera PCR negativa.
Por ello, el establecimiento de un valor umbral (1.3 cél./pl) por encima del
valor pico (1.27 cél./ul) obtenido en presencia de DNAemia de CMV resulté
en un VPN menor (75%). Por lo tanto, el nimero de células T CD8+IFNy* fue
un marcador mas fiable para predecir el aclaramiento de la DNAemia de

CMYV en nuestra cohorte.

Se observaron tres patrones cinéticos de células T CD8+IFNy*y T

CD4+IFNy* en relacién con la DNAemia de CMV: (i) una expansién rapida
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durante la primera semana tras el inicio del tratamiento anticipado
(mediana, 7 dias) concomitante con el aclaramiento de la DNAemia de CMV,
que se produjo en 5 episodios (episodios 1-5 de la Tabla 4). Una expansién
durante la tercera semana (dias 15 y 16) fue observada en dos episodios
adicionales (episodios 6 y 7 de la Tabla 4). En general, en estos episodios se
obtuvo incrementos de 2.09 y de 0.67 células T CD8*IFNy+/ul y T
CD4+IFNy*/ul de mediana sobre el nivel basal, respectivamente. Ninguno de
estos pacientes estaba en tratamiento con corticosteroides durante el
episodio de infeccién activa por CMV; (ii) una expansién precoz (mediana,
8 dias) de una magnitud menor que la observada en los episodios aclarados
rapidamente (incremento de 0.57 (P=0.02) y 0.29 (P=0.063) células T
CD8*IFNy*y T CD4*IFNy*/ul de mediana, respectivamente), acompafiada de
una resolucién retardada de la DNAemia de CMV (31 dias de mediana)
concomitante con una expansioén secundaria de ambas subpoblaciones de
células T (incremento de 3.05 (P=0.001) y 0.42 (P=0.04) células T
CD8*IFNy+*y T CD4+IFNy+*/ul de mediana, respectivamente), que se produjo
en 6 episodios (episodios 8-13 de la Tabla 4). Los dos episodios mas
prolongados sucedieron en pacientes en tratamiento con corticosteroides
para EICH de grados III-1V, y la resolucidn coincidi6 con la disminucién de
la dosis de esteroides; (iii) una ausencia de expansién o una expansién
inconsistente de células T CD8*IFNy*y T CD4*IFNy* (medianas, 0.06 y 0.22
cél./ul; P=0.001y P=0.03, respectivamente, en relacién a los incrementos de
células T medidos en los episodios aclarados) acompafiada de una DNAemia
de CMV persistente, que todavia era detectable al final del periodo de
seguimiento, que se observd en 6 episodios (Tabla 5). Tres de estos 6
episodios se desarrollaron en pacientes en tratamiento con corticosteroides
por EICH grave. Se estudié la presencia de mutaciones conocidas que
confieren resistencia a GCV 6 FOS en las ultimas muestras de plasma
disponibles de los episodios no resueltos mas prolongados pero no se

encontr6 ninguna mutacion en ninguna muestra.
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Figura 6. Modelos representativos de la cinética de células T CD8+*IFNy* (circulos) y T CD4+IFNy+*
(rombos negros) especificas de pp65 e IE-1 de CMV, y DNAemia de CMV (triangulos) durante los
episodios de infeccidn activa por CMV. A: paciente que presenta una expansion precoz de células
T especificas de CMV (especialmente de T CD8*IFNy*) concomitante con la resolucién de la
DNAemia de CMV. Se observaron valores fluctuantes de las dos subpoblaciones T tras la
interrupcion del tratamiento antiviral en ausencia de DNAemia de CMV. B: Paciente que presenta
una expansion precoz de las dos subpoblaciones de células T funcionales con aclaramiento
retrasado de la DNAemia de CMV junto con una expansion secundaria tardia de las células T
especificas de CMV. Se observaron niveles fluctuantes de ambas subpoblaciones T antes de la
expansion final que condujo a la resolucién de la DNAemia de CMV. C: Paciente que no logré una
expansion de células T funcionales especificas de CMV y que presenté una DNAemia de CMV
persistente. Este paciente estuvo en tratamiento antiviral a lo largo de todo el periodo
observacional. La flecha (AT) indica el momento en que se retiré el tratamiento antiviral
(correspondiente a la Figura 1, articulo 3).

Ninguno de los 12 pacientes en los cuales el episodio de DNAemia
de CMV se resolvié durante el periodo de estudio experiment6 un episodio
de recurrencia al menos durante el siguiente mes (s6lo uno de estos
pacientes recibié tratamiento de mantenimiento con valGCV tras el
aclaramiento de la DNAemia de CMV). Los episodios 2 y 3 de la Tabla 4 se
produjeron en el mismo paciente, si bien, el episodio recurrente ocurrié 6
meses tras la resolucién del primero. Se disponia de muestras de sangre
obtenidas en el momento de la retirada del tratamiento antiviral en 8 de los

episodios; en los que se obtuvo una mediana de 2.8 células T CD8*IFNy+/ul
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y de 0.38 células T CD4*IFNy*/ul. También se dispuso de muestras de
seguimiento posteriores a la finalizacion del tratamiento antiviral en 4
episodios. Se observaron a lo largo de todo el tiempo niveles detectables
aunque fluctuantes de ambas subpoblaciones celulares (mediana, 5.1 y 0.41

células T CD8*IFNy+*y T CD4+IFNy*/ul, respectivamente).

Se diagnosticé enteritis por CMV en tres pacientes en tratamiento
corticosteroideo por EICH. En los tres casos, se observaron niveles
indetectables de células T especificas de CMV en el momento de la aparicién
de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Resultd interesante que
en un paciente (episodio 13 de la Tabla 4), el aclaramiento de la DNAemia
de CMV y una mejoria en los sintomas clinicos se relacionaron con una
expansion notable de células T CD8*IFNy*, que se produjo tras la
disminucidn de la dosis de corticosteroides. Los dos pacientes restantes no
consiguieron expandir la respuesta de células T especificas de CMV y
presentaron DNAemia persistente. Ambos pacientes fallecieron durante el

estudio.

147



Tesis Doctoral

Articulo 4

Durante el periodo de estudio, 89 (66.9%) de los 133 pacientes
desarrollaron uno (n=74) 6 mas (n=15) episodios de DNAemia de CMV (en
total, 106 episodios). Todos estos episodios fueron tratados de forma
anticipada. El andlisis univariante revel6 una asociacién significativa entre
la recepcién de injertos de donantes con incompatibilidad HLA o no

emparentados y el desarrollo de DNAemia de CMV (Tabla 6).

Factor Niim. de pacientes (%) P-valor®

DNAemia de CMV  No DNAemia de CMV

Estado seroldgico de CMV

D- 36(78.2) 10 (21.8)

D+ 53 (60.9) 34(39.1) 0.053
Tipo de donante

Hermano 50(57.4) 37 (42.6)

No emparentado 39 (84.7) 7(15.3) 0.002

Compatibilidad HLA
Idéntica 62 (60.2) 41(39.8)
No compatible 27(90.0) 3(10.0) 0.024

Origen de las células madre

Médula 6sea 5(62.5) 3(37.5)
Sangre periférica 75 (65.8) 39(34.2)
Sangre de cordon 9(81.8) 2(18.2) 0.627

Acondicionamiento
Mieloablativo 41(69.5) 18(30.5)
No mieloablativo 48(64.9) 26(35.1) 0.585

Profilaxis para EICH

Contiene ATG
Si 11 (91.6) 1(8.4)
No 78 (64.4) 43 (45.6) 0.103
CsA+MTX 54 (58.0) 39 (42.0)
CsA+MMF 18(81.8) 4(19.2) 0.050
EICH aguda®
Grados 0-1 43 (56.6) 33 (434)
Grados II-IV 26(74.2) 9(25.8) 0.093
Abreviaturas: ATG: globulina antitimocitica; CsA: ciclosporina A; MTX: metotrexato; MMF: micofenolato de
mofetilo

aLas comparaciones de frecuencias se llevaron a cabo con el test de x2 (test exacto de Fisher). Un P-valor de
<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

b Solo se consideraron para el analisis los casos en que se produjo EICH aguda antes de la deteccion de
DNAemia de CMV.

Tabla 6. Efecto de los factores pretrasplante y clinicos sobre la incidencia de
DNAemia de CMV durante el primer afio post-trasplante (correspondiente a la
Tabla 2, articulo 4).
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Se produjo enfermedad orgénica por CMV en 10 pacientes (7.5%;
dos pacientes presentaron neumonitis, siete enfermedad gastrointestinal y
uno retinitis) y su aparicién no se asoci6 significativamente con ninguno de

los factores pre-trasplante o clinicos analizados.

Se dispuso para analisis inmunolégico de muestras de sangre de 116
pacientes obtenidas sobre el dia +30. De estos pacientes, 23 presentaron un
episodio de DNAemia de CMV antes o en el momento de la toma de muestra
y fueron excluidos del andlisis. De los 97 pacientes restantes, 27
desarrollaron DNAemia de CMV después del momento de la toma de
muestra para monitorizacién inmunolégica. Los niveles periféricos de
células T CD8*IFNy+ y T CD4*IFNy* especificas de CMV fueron
significativamente menores en los pacientes que posteriormente

desarrollaron DNAemia de CMV que en los que no lo hicieron.

Ningdn paciente con niveles de células T CD8*IFNy* >1.0 cél./ul
(n=24), 6 T CD4+IFNy* >1.2 cél./ul (n=17), o de ambos (n=14) en el dia +30,
desarrollé6 DNAemia de CMV durante el periodo de estudio (VPP del 100%
para ambos marcadores de células T). Los VPN para el marcador de células
T CD8*IFNy*, para el marcador de células T CD4+IFNy+, para un soélo
marcador o para la combinacion de ambos fueron 68.1, 61.8, 71.2 y 59.4%,
respectivamente. Por lo tanto, los pacientes con estos niveles en al menos
una de las dos subpoblaciones celulares T en el dia +30 permanecieron

protegidos durante todo el periodo de estudio.

Se dispuso de datos inmunolégicos en los dias +60 y +90 de 22 y 40
pacientes, respectivamente, que habian desarrollado y aclarado un episodio
de DNAemia de CMV. Ningun paciente con niveles de células T CD8*IFNy* 6
T CD4+*IFNy* por encima de los valores umbral protectores establecidos
previamente, presenté un episodio recurrente de DNAemia de CMV, que
s6lo se produjeron (n=9) con valores para ambas subpoblaciones menores

a los puntos de corte.
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En general, el porcentaje de pacientes presumiblemente protegidos
de la DNAemia de CMV (por alcanzar niveles suficientes de células T) en los
dias +30, +90 y +365 fueron 27.9% (26 de 93), 67% (52 de 77) y 89.1% (49
de 55), respectivamente. Entre los pacientes sin DNAemia previa, los niveles
periféricos de células T CD8*IFNy+* y T CD4*IFNy* en el dia +30 fueron
significativamente mayores en pacientes que habian recibido trasplantes de
donantes seropositivos para CMV & donantes emparentados, en
comparacion con receptores de trasplantes de donantes seronegativos para
CMV 6 no emparentados. El uso de ATG tuvo un impacto significativo en la
magnitud de las respuestas T CD8*IFNy*y T CD4+IFNy+ del dia +30, al igual
que sucedi6 con el origen de las células madre: los pacientes que recibieron
trasplantes de SCU presentaron niveles menores significativamente de
ambos subtipos celulares que aquellos que recibieron trasplantes de MO o
SP. Los pacientes receptores de trasplante de donantes HLA-idénticos, con
regimenes de acondicionamiento no mieloablativos o tratados con MTX
mostraron niveles mas altos (no estadisticamente significativos) de ambos
subtipos de células T que los pacientes receptores de trasplantes de
donantes HLA-incompatibles, con regimenes de acondicionamiento

mieloablativos o tratados con MMF.

Se observaron tendencias no significativas a presentar respuestas
celulares T CD8+IFNy* y T CD4*IFNy* mas frecuentemente dentro del rango
protector en los pacientes receptores de trasplantes de donantes positivos
para CMV, emparentados 6 HLA-idénticos, con injertos de MO 6 células
madre de SP y en los pacientes con régimen de acondicionamiento no
mieloablativo o no tratados con MMF (Tabla 3). En el dia +90, se observaron
las mismas tendencias tanto para la mediana del nimero de células T
CD8*IFNy* y T CD4*IFNy* especificas de CMV como para la frecuencia de
pacientes que habian alcanzado niveles protectores de dichas células (Tabla

3). En general, las diferencias entre grupos apareados fue menos marcada
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con respecto a las obtenidas en el dia +30, aunque el efecto de la identidad

HLA era discernible claramente, al igual que sucedio en el dia +60.

La aparicién de EICH aguda de grados II-IV (mediana de 40 dias
post-TPH) no tuvo una influencia significativa ni en el grado de
reconstituciéon de la respuesta de células T productoras de IFNy especificas
de CMV ni en la frecuencia de pacientes que adquirieron niveles protectores
de ambas subpoblaciones celular en los dias +90 y +365. El efecto de la
utilizacién de ATG en estos momentos temporales no pudo ser evaluado por

el bajo nimero de muestras disponibles para andlisis.

El efecto de la DNAemia de CMV sobre la reconstituciéon de la
respuesta de células T CD8*IFNy* y T CD4+*IFNy* especificas de CMV fue
investigado. Los niveles de ambos tipos celulares en pacientes que
presentaron DNAemia de CMV no fueron significativamente diferentes de
aquellos que no tuvieron DNAemia en ningiin momento. De hecho, los
niveles de células T por encima de los puntos de corte protectores fueron
alcanzados por un niimero comparable de pacientes en el dia +90 (Tabla 7)
6 +365 independientemente de si sufrieron un episodio previo de DNAemia
de CMV. Ni la duracién ni el valor pico de la DNAemia se correlaciond
significativamente con los niveles de ambos tipos celulares en ningin

momento.
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Variable

N@ de pacientes con
niveles protectores
de T CD8*IFNy+1/N®
total de pacientes
(P-valor?) en el dia

N@de pacientes con
niveles protectores
de T CD4+*IFNy+/N?
total de pacientes (P-
valort) en el dia

+30 +90 +30 +90
Estado serolégico de CMV
D- 3/25 16/27 2/25 9/27
D+ 21/68 33/50 15/68 18/50
(0.10) (0.62) (0.14) (1.0)
Tipo de donante
Hermano 21/69 38/56 15/69 20/56
No emparentado 3/24 11/21 2/24 7/21
(0.10) (0.28) (0.22) (1.0)
Compatibilidad HLA
Idéntica 21/78 46/66 16/78 24/66
No compatible 3/15 3/11 1/15 3/11
(0.75) (0.01) (0.29) (0.73)
Origen de las células madre
Médula 6sea 2/7 4/5 2/7 2/5
Sangre periférica 22/80 44/67 15/80 24/67
Sangre de cordén 0/6 1/5 0/6 1/5
(0.45) (0.10) (0.43) (0.54)
Acondicionamiento
Mieloablativo No 8/40 17/35 6/40 10/35
mieloablativo 16/53 31/42 11/53 17/42
0.34) (0.09) (1.0) 0.34)
Profilaxis para EICH
Contiene ATG
Si 0/8 NA 0/8 NA
No 24/85 NA 17/85 NA
(0.10) (0.34)
CSA+MTX 21/69 40/61 15/69 23/61
CSA+MMF 3/15 6/9 2/15 2/9
0.53) (1.0) 0.72) 0.47)
EICH aguda®
Grados 0-1 NA 33/52 NA 21/52
Grados II-1IV NA 11/18 NA 4/18
(1.0) (0.25)
DNaemia de CMV
Si NA 24/40 NA 10/40
No NA 25/37 NA 17/37
0.63) (0.06)

NA:

no analizado.
a>1.0 células/pL.

>1.2 cell/mL

bLa comparacion de frecuencias fue llevada a cabo con el test de 2 (test exacto de Fisher). Un P-
valor <0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

dEICH aguda ocurrida antes del dia de la monitorizacién inmunoldgica.

Tabla 7. Efecto de los factores pretrasplante, clinicos y viroldgicos sobre la frecuencia de
adquisicon de niveles de células T CD8*IFNy* y T CD4*IFNy* presumiblemente protectores
frente a la DNAemia de CMV en los dias +30 y +90 post-trasplante (correspondiente a la Tabla

3, articulo 4).
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Resultados

No obstante, se observaron incrementos netos mayores en los

niveles medianos de ambos subtipos de células T en los dias +60 y +90 (a

partir de los niveles de base del dia +30) en pacientes que presentaron una

DNAemia de CMV previa que en los que no (Tabla 8).

Subtipo de célula T (dia) DNAemia CMV P-valor®
N No
CD8* IFNy* (+60) 1.32 (0-20.17) 1.11 (0-74.9) 0.977
CD4+ IFNy~ (+60) 0.46 (0-3.46) 0.62 (0-46.8) 0.461
CD8+ IFNy~ (+90) 2.08 (0-166.1) 1.93 (0-82.8) 0.656
CD4+ IFNy* (+90) 0.51 (0-11.20) 0.91 (0-9.89) 0.080
CD8+ IFNy+ (+365) 3.71 (0-130.0) 6.72 (0-103.5) 0.385
CD4+ IFNy+ (+365) 1.11 (0-12.09) 2.82 (0-16.9) 0.158

aEn general, se analizaron 18, 40 y 30 muestras tomadas a los 65 dias de mediana (rango,
59-73 dias), 91 dias de mediana (rango, 80-119 dias) y 360 dias de mediana (rango, 304-
405 dias), respectivamente, de pacientes con un episodio previo de DNAemia de CMV, y
34, 37 y 25 muestras obtenidas a los 62.5 dias de mediana (rango, 51-73 dias), 93 dias de
mediana (rango, 84-102 dias) y 360 dias de mediana (rango, 343-374 dias)
respectivamente, de pacientes sin episodio previo de DNAemia de CMV.

b Las diferencias entre las medianas se compararon con el test U de Mann-Whitney. Un P-
valor <0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Se muestran las medianas de los niimeros de células/pl (rango).

Tabla 8. Niveles periféricos de células T CD8*IFNy*y T CD4*IFNy* especificas de pp65 e IE-1 de
CMV los dias +60, +90 y +365 post-trasplante en pacientes alo-TPH con o sin episodio previo de
DMAemia de CMV (correspondiente a la Tabla 4, articulo 4).
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Articulo 5

Un total de 44 pacientes experimentaron 1 o mas episodios (n=59)
de DNAemia de CMV en el trascurso de los 6 meses post-trasplante. Todos
los episodios fueron tratados anticipadamente con antivirales. La DNAemia
de CMV ocurrié con mayor frecuencia en los pacientes D-/R+ que en los
D+/R+, tanto en los primeros 100 dias como en los 6 meses post-trasplante,

aunque las diferencias no alcanzaron significaciéon estadistica (Tabla 9).

Se observ6 una tendencia hacia la aparicién mas temprana de la
DNAemia de CMV en los receptores D-/R+. La duracién de la DNAemia de
CMV fue mas larga en los receptores D-/R+ que en los D+/R+. Las cargas
inicial y pico de la DNAemia de CMV del primer episodio de infeccién activa
por CMV durante el periodo de estudio (considerando todos los episodios)
fueron mayores en los pacientes D-/R+ que en los pacientes D+/R+. Las
mismas diferencias permanecieron cuando los pacientes fueron agrupados
en funcién a la estrategia de monitorizacion y al tipo de PCR utilizada (datos
no mostrados). Los episodios recurrentes de DNAemia de CMV y la
enfermedad organica por CMV ocurrieron mdas frecuentemente en los

pacientes D-/R+ que en los D+/R+.

154



Resultados

Pardmetro Estado serolégico del donamte (D)

D (m=21) D+ (n=59) -
Edad, aftos 48 (19.70) 45 (16.70) S08
Sexo, n? (%) de pacientes

Vardn 17 (80.0) 37 (627) ATT

Mujer &[20.0) 22(373) 365
Enfermedad, n® de pacientes

Anemia aplasica 0 2

Leucemia linfatica aguda 5 11

Leucemia miesolde aguda 7 15

Leucemla linfatica cronica 1 3

Leucemia mieioide cronica 1 4

Enfermedad de Hodgkin 1 L]

Sindrome miclodisplasico 1 4

Micloma maltiple 3 5

Linfoma no Hodgkin 2 9
Origen de las células madre, n® (%) de
pacientes

Sangre periférica 20(95.2) 56[949)

Meduia osea ij&E) i5i) » e
Regimen de acondiclonamients, n® (%) de
pacientes

Migioablativo 10 (47.6) 22(372)

No miekoablativo 11(52.4) 37 (628) 131
Enfermedad del Injerto contra el huésped,
n¥ (%) de pacientes®

Estadio 0-1 12(63.2) 39 [76.5)

Estadio 2-4 7 [36.8) 12[235) 365
DNAemla de CMY temprana, n? (%) de 11(523) 28 (474) 801
pacientest
DNAemla de CMY acumulada, n® (%) de 13 (6B.8) 31 (543) 422
pacentest
Dia del primer resultado positive de PCR 31(7-187) 42 (2-185) 260
Pico de DNaemla de CMV en el primer 2890 (25-17900) 1254 (33-17047) 817
eplsodio, coplas/mi
Fico de DNAemla de CMV en todos los 26890 (25 12900) 1300 (33-17047) 938
eplsodios, coplas/ml
DNAemla de CMY iniclal, coplas/mi 500 (25 4000) 250 (25-3800) 327
Duracidr® ded primer episodio de DNAemia 19(11-100) 15(5-76) s
de CMV. d
Duracidn de todos los eplsodios de 35(14-100) 17(597) 013
DNAemla de CMY. ¢
N¥ de episodios de DNAemia, n® (%) de
pacientes

1 6 (46.1) 28(77.4)

2 6[46.1) 7(2286)

3 1(78) D (0.0) 035
Enfermedad orgdnica por CMV, o (%) de I(142) 2[33) 10
pacientes’

NOTA: los datos son medianas o medianas (rango), s no se Indica otra cosa.

*La comy de fy se realind por medio de! test de r* (test exacto de Fisher) Las diserencias entre
las medianas fueron comparadas con el test U de Maan Whitney (para 2 variables independientes) o ¢f test de
Kruskall Wallis (k variables independientes). Los datos fueroa calculados con ayuda del paguete estadistico SPSS
(version 17.0). Un valor de P<.05 fue co ado e significadva.

* S4lo los casos en que 3 EICH ocurrid antes de ka deteccion de DNAemia de CMV se coasideraron en el andlisis.

‘ Eplsodics desarrollados en los primeros 6 meses tras el trasplante.

4 Eplsodios desarrollados en oS primeras 6 meses Tas of raspl en que ) oa ¢ periodo de
segulmients (4 pacientes, Z D-/R+ y 2 D+ /R+, que no experimentaron DNAemia de CMV temprana, murieron antes
del final del periodo de seguimiento)

* Tiempo Tanscurmido eatre ¢ primer resultado posiove vy ¢l primer resultado negative de la PCR (para cada
eplsodia).

! Cuatro casos de enteritis y uno de neumoaitis.

Tabla 9. Datos demogrificos y clinicos de receptores de alo-TPH y caracteristicas virolégicas de
los episodios de DNAemia de CMV en los grupos de estudio (correspondiente a la Tabla 1,
articulo 5).
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9. DISCUSION CONJUNTA

En el primer articulo (articulo 1) de esta tesis doctoral se estudi6

los niveles de células T CD4+ y T CD8+* productoras de IFNy especificas de

CMV en una serie de episodios de infecciéon activa por CMV tratados

anticipadamente con GCV (GCV) en una cohorte de pacientes receptores de

alo-TPH. La informacién obtenida en este trabajo se puede resumir en los

siguientes puntos:

Mas del 50% de los episodios de infeccién activa por CMV tratados
anticipadamente con GCV presentaron niveles decrecientes tanto de AG
como de DNAemia de CMV tras el inicio del tratamiento (episodios tipo
A); mientras que en un 40% aproximadamente ambos parametros
sufrieron un incremento (episodios tipo B). La disociacién de los niveles

de AG y DNAemia fue poco frecuente (episodios tipo C).

Los episodios tipo B presentaron mayores niveles pico de AGy DNAemia
y mayor duracién que los de tipo A, si bien los valores iniciales de ambos
parametros fueron similares para los dos tipos de episodios, por lo que
en base al primer resultado positivo de un episodio no se puede predecir

la cinética de la carga viral de CMV del mismo.

Igualmente, los episodios recurrentes de infeccién activa por CMV
sucedieron con frecuencias similares independientemente de si el
episodio inicial era tipo A o B; por lo tanto, la ocurrencia de un episodio
inicial dado no permite tampoco predecir la aparicion posterior de un

episodio recurrente.

Los episodios tipo B se relacionaron significativamente con el

tratamiento con corticosteroides administrado para la EICH.
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Los niveles periféricos de células T CD8+IFNy+ y T CD4+IFNy+
especificas de CMV antes del inicio del tratamiento anticipado fueron
practicamente indetectables y similares, independientemente del tipo de

episodio de infeccion activa por CMV que siguié después (A o B).

En los episodios tipo A se observé una expansion significativa de 12y 6.8
veces de células T CD8+IFNy+ y T CD4+IFNy+ especificas de CMV,
respectivamente, a los 16.5 dias del inicio del tratamiento antiviral. Sin
embargo, en los episodios tipo B, los niveles de ambas subpoblaciones
celulares T a los 13.5 dias del inicio del tratamiento con GCV
permanecieron comparables a los del momento pretratamiento. En
algunos casos, se detecté una modesta expansion de una o ambas

subpoblaciones.

La monitorizacién inmunitaria de algunos episodios tipo B permitid
determinar que el control de la replicacion del CMV se relacioné con la
expansion de las dos subpoblaciones de células T; y que, por el contrario,

un fallo en dicha expansién se observé en los episodios persistentes.

En nuestra cohorte, la persistencia de los episodios de infeccion activa
por CMV no se correlacion6 con la aparicién de mutantes resistentes al
tratamiento, puesto que Unicamente se detectaron cepas mutantes en

dos casos.

La ocurrencia de la infeccién activa por CMV en el receptor de alo-

TPH requiere de una monitorizacién de los niveles de carga virica por medio

de la AG y/o la DNAemia, cuya cinética presenta una serie de eventos que

todavia no han sido del todo esclarecidos y que pueden influir en el manejo

de la infeccion. En nuestra cohorte el inicio del tratamiento anticipado con

GCV da lugar principalmente a dos tipos de cinéticas de la carga viral de

CMV: aquella en la que los niveles de AG y DNAemia disminuyen, que seria

la esperable l6gicamente al inicio de un tratamiento activo frente al virus, y
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aquella en la que ambos pardmetros aumentan, que resulta paraddjica, si
bien este fendmeno ha sido ya descrito en otros trabajos con frecuencias no
desdefiables y comparables a las nuestras [Nichols et al, 2001; Boeckh,
2005; Gerna et al, 2005]. En el segundo estudio [Gerna et al, 2005], no
obstante, la apariciéon de un tercer tipo de cinética, correspondiente a la
disociacion AG - DNAemia, aumentando la primera al tiempo que disminuye
la segunda, presenta una frecuencia mayor a la que encontramos nosotros
(31.4% frente a 2.9%). La explicacion de esta diferencia es complicada,
puesto que es poco probable que sea debida a las distintas caracteristicas
clinicas 6 demograficas de ambos estudios, o al diferente tipo de muestra

empleado (sangre entera frente a plasma).

Al igual que en los trabajos publicados previamente [Nichols et al.,
2001; Gerna etal, 2005], la aparicién de episodios en los que AG y DNAemia
aumentan simultaneamente tras iniciar el tratamiento con GCV se asocia
significativamente con el tratamiento inmunosupresor con corticosteroides
empleado en el tratamiento de la EICH. Sin embargo, hemos demostrado en
nuestro estudio que los valores de AG / DNAemia al inicio de los episodios
de infeccion activa por CMV no permiten predecir la cinética de dicho
episodio tras el inicio del tratamiento anticipado. Asimismo, nuestros datos
muestran, como un estudio previo [Gerna et al., 2005], que los episodios
recurrentes de infecciéon por CMV presentan frecuencias comparables

independientemente del tipo de episodio que lo precede.

El incremento de los niveles de AG y DNAemia durante el
tratamiento anticipado con GCV se ha relacionado con un déficit en la
respuesta inmunitaria celular T especifica del CMV, si bien dicha hipdtesis
no ha sido probada hasta el momento. En un estudio previo, definimos unos
niveles de células T CD4+y T CD8* productoras de IFNy especificas de pp65
e IE-1 de CMV que conferian proteccion frente al desarrollo de viremia de

CMV (>1 y >1.2 células/ul para T CD8*IFNy* y T CD4*IFNy+,
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respectivamente) [Solano et al, 2008]. En el presente estudio, analizamos
los niveles periféricos de ambas subpoblaciones de células T antes y
después del inicio del tratamiento anticipado de algunos de los episodios
correspondientes a los dos modelos cinéticos comentados previamente.
Nuestros datos indican que una expansién temprana de células T CD8*IFNy+*
y T CD4+IFNy* en respuesta a la replicacion viral se asoci6 con la
disminucién de los niveles de AG y DNAemia durante el tratamiento con
GCV. El incremento se detecté en este caso 16.5 dias tras el inicio del
tratamiento, pero seguramente se hubiera podido detectar antes si se
hubiera realizado el ensayo con igual frecuencia que la determinacién de la
carga viral de CMV. Por el contrario, la falta de una expansién precoz en
ambas subpoblaciones celulares T se asocié con la aparicién de episodios
con aumento de los niveles de AG y DNAemia durante el tratamiento. En
dichos episodios, la expansion de éstas células T se relacion6 con el control
de la replicacion viral, mientras que la persistencia de AG y DNAemia (en

dos episodios) sucedid en relaciéon a un fracaso de dicha respuesta celular.

Se produjo una infeccién recurrente en 6 (2 con descenso y 4 con
aumento simultaneo de AG y DNAemia) de 24 episodios para los cuales
disponiamos de datos de respuesta inmunolégica celular T. Los niveles post-
tratamiento antiviral de células T CD8*IFNy+ y T CD4*IFNy* en los 6
episodios se encontraban por debajo de los niveles protectores definidos
por nuestro grupo previamente. Probablemente el nimero de células
funcionales especificas de CMV era suficiente para controlar la replicacién
del virus en presencia del tratamiento antiviral pero insuficiente para

proteger de una reactivacion posterior en ausencia del mismo.

La variacion idiosincrasica en la farmacocinética del farmaco
antiviral asi como la apariciéon de resistencia al mismo también podrian
explicar el incremento de los niveles de carga viral observados. No obstante,

se ha demostrado que la ocurrencia de cepas mutantes al GCV es un evento
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excepcional, al menos en pacientes que no han recibido tratamiento previo
[Nichols et al, 2001; Gerna et al, 2005; Gilbert y Boivin, 2005], hecho que
también sucede en nuestra cohorte. Unicamente detectamos mutantes
resistentes al GCV en dos pacientes tras recibir tratamiento antiviral
durante un largo periodo y en ambos pacientes se detect6 que los niveles de
células T especificas de CMV no aumentaron sustancialmente para alcanzar

niveles protectores.

Se ha mostrado previamente que las intervenciones terapéuticas
para el control de la infeccion activa por CMV basadas en la monitorizacion
de la respuesta inmunolégica celular T especifica del CMV permiten
determinar mejor qué pacientes requieren tratamiento antiviral [Avetisyan
et al., 2007], si bien la validacion clinica de esta estrategia requiere de un
mayor numero de estudios. Al igual que el estudio anterior, los datos
obtenidos en el articulo 1 de la presente tesis doctoral sugieren que la
frecuente monitorizacién de los niveles de células T CD8*IFNy+* y T
CD4+IFNy* especificas de CMV puede ayudar a la determinacion de la carga

viral de CMV rutinaria en la toma de decisiones terapéuticas 6ptimas.

Dada la conclusién del articulo 1 de esta tesis doctoral, y con el fin
de disefiar una estrategia terapéutica de la infeccion activa por CMV basada
en la monitorizacién inmunolégica de los pacientes receptores de alo-TPH,
decidimos que para ello era necesario caracterizar la cinética de las células
T funcionales especificas de CMV durante los episodios de infeccién activa
por CMV. Asi, realizamos el estudio presentado en el articulo 3 de esta tesis
doctoral, en el que analizamos tanto virolégica como inmunolégicamente 19
episodios de infeccion activa por CMV tratados anticipadamente, ocurridos
en 18 pacientes receptores de alo-TPH. En este caso, y a diferencia del
articulo 1, la respuesta celular T especifica de CMV fue determinada con una

frecuencia de una o dos veces por semana durante el episodio de infeccion
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activa. De los resultados obtenidos en el articulo 3 podemos concluir lo

expuesto a continuacion:

Los recuentos periféricos de células T CD8+IFNy+ y T CD4+IFNy+
especificas de CMV se correlacionaron inversamente con los niveles de
DNAemia de CMV durante los episodios de infeccién activa por CMV. Esto
se habia mostrado previamente en otros estudios [Aubert et al, 2001;
Widmann et al, 2008]. En otro trabajo [Avetisyan et al, 2006], los
pacientes con niveles detectables de células T CD3+IFNy+ a las 4
semanas post-trasplante presentaron picos de carga viral menores
comparados con pacientes sin respuesta detectable. Y ademas, el grado
de disminucién de las células T especificas de CMV tras el trasplante
también se harelacionado con el desarrollo de viremia de CMV [Eid et al,,
2009]. En nuestro estudio, los valores de ambas subpoblaciones
celulares T funcionales fueron significativamente menores en presencia
de DNAemia de CMV que en el momento de la primera PCR negativa.
Establecimos un punto de corte de 1.3 células/ul para ambas
subpoblaciones como valor predictivo del aclaramiento de la DNAemia
de CMV, si bien resulté ser un mejor marcador el recuento de células T

CD8+IFNy+.

El control de la replicacion de CMV durante el tratamiento antiviral
depende de una expansién robusta y mantenida de células T CD8+IFNy+,
y en menor medida de células T CD4+IFNy+, como ya habiamos descrito
previamente [Solano et al, 2008]. En 5 episodios se detecté una
expansién notable de ambas subpoblaciones celulares T junto al
aclaramiento de la DNAemia tras una semana del inicio del tratamiento,
aunque en general, la expansion de células T que control6 la replicacién
de CMV fue observada a los 15 dias. De forma similar, un estudio previo
determiné que el nivel pico de células T CD8+ funcionales especificas de

CMV ocurria 20 dias tras la reactivacion del virus [HakKi et al., 2003]. Por
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el contrario, un fallo en la expansién de ambas poblaciones celulares T
funcionales se correlacion6 con DNAemia de CMV persistente pese al
tratamiento antiviral y teniendo en cuenta que no se detect6 la aparicion
de cepas resistentes al mismo (en los dos episodios mas largos). Tres de
los 6 episodios que permanecieron activos hasta el final del periodo de
estudio ocurrieron en pacientes en tratamiento corticosteroideo para
EICH, respaldando la idea de que los corticosteroides empeoran la
reconstitucion de la respuesta celular T especifica de CMV de una forma

dosis-dependiente [Hakki et al., 2003; Gratama et al., 2008].

Una marcada expansién de ambas subpoblaciones T especificas de CMV
asf como el mantenimiento de algunas de estas células en SP tras el
aclaramiento de la DNAemia y de la retirada del tratamiento previene de
la aparicién de episodios recurrentes de infecciéon activa por CMV, al
menos durante el mes siguiente, como exponen también otros autores
[Gratama et al.,, 2008; Lilleri et al., 2008; Moins-Teisserenc et al, 2008].
En nuestro estudio, tres pacientes desarrollaron enteritis por CMV; de
acuerdo con un trabajo previo [Avetisyan et al., 2006], todos los casos de
enfermedad organica por CMV ocurrieron en presencia de niveles
indetectables de células T CD8+IFNy+ y T CD4+IFNy+. Uno de los tres
pacientes se recuper6 de la enfermedad y la mejoria clinica coincidié con
el aclaramiento de la DNAemia de CMV y la expansion robusta de estas

subpoblaciones celulares T funcionales especificas de CMV.

Nuestros datos tienen una serie de implicaciones en el manejo

terapéutico de los episodios de infeccidon activa por CMV en los pacientes

receptores de alo-TPH:

Se ha descrito una estrategia de aplazamiento del tratamiento antiviral
en base a la deteccién de una respuesta inmunitaria especifica de CMV
en el momento de la deteccién de la DNAemia en una serie de pacientes

con infeccién activa tardia por CMV, que resultd ser segura para los
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pacientes no tratados [Avetisyan et al., 2007]. Sin embargo, en nuestra
cohorte la aplicaciéon de dicha estrategia resulta imposible, al no poderse
estratificar a los pacientes en funciéon de la respuesta inmunitaria T
funcional especifica de CMV antes del inicio del tratamiento anticipado,
puesto que todos salvo uno presentaron niveles indetectables. Ademas,
el hecho de presentar niveles indetectables de células T especificas de
CMV no se relaciond con el desenlace del episodio de infeccion activa por
CMV. La diferencia mas significativa entre ambos estudios es que en
nuestro caso la mayoria de episodios de infeccién activa por CMV fueron
tempranos y en su caso se trataba inicamente de episodios tardios post-

trasplante.

e Una estrategia potencial basada en la monitorizacién inmunolégica de
los pacientes podria ser la interrupcién temprana (o la reduccién de la
dosis) del tratamiento anticipado en presencia de una expansion
significativa de células T especificas de CMV. En base a nuestros datos,
podriamos sugerir como punto para la retirada del tratamiento antiviral

la obtencién de recuentos de células T CD8+IFNy+ >1.3 células/pl.

e Los episodios recurrentes de infeccién activa por CMV aparecen con una
frecuencia bastante elevada tras la administracién de tratamientos
anticipados antivirales de corta duracién [Gimeno et al., 2008]. Como
hemos demostrado en el articulo 1 de la presente tesis doctoral, su
aparicién se relaciona con niveles periféricos bajos de células T
funcionales especificas de CMV después de la resolucion del episodio
anterior. Los datos obtenidos en el presente articulo corroboran este
hallazgo. La obtencion de recuentos por encima de los puntos de corte
mencionados en el momento de la retirada del tratamiento antiviral se
relacioné con la prevenciéon de episodios recurrentes. Por ello, se
propone que en base a este hecho, se deberia administrar tratamiento de

mantenimiento tras el aclaramiento de la DNAemia de CMV si al final del
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tratamiento antiviral no se han alcanzado niveles protectores de células

T funcionales especificas de CMV.

e Segln los datos obtenidos en este articulo, la ausencia de una respuesta
celular T especifica de CMV se relaciona con la persistencia de la
DNAemia de CMV, en ausencia de resistencia al tratamiento. En este
sentido, seria razonable plantear el empleo como abordaje terapéutico
de la transferencia adoptiva de células T funcionales especificas de CMV
propuesto por algunos autores [Einsele et al., 2008], en lugar del cambio
de tratamiento antiviral en aquellos pacientes que tras 4 semanas de
tratamiento no presentan respuesta frente al CMV (tiempo en el que se
produjo la expansién celular que controld la replicacién viral en la

mayoria de los episodios aclarados de nuestra cohorte).

Por lo tanto, como resumen del articulo 3 de esta tesis doctoral, se
puede decir que la monitorizacién inmunolégica rutinaria durante los
episodios de DNAemia de CMV es util para el manejo terapéutico de la

infeccion activa por CMV en los receptores de alo-TPH.

Con el fin de validar la monitorizacién rutinaria de los niveles de
células T CD8*IFNy* y T CD4*IFNy+ especificas de CMV, analizamos un
conjunto de pacientes mayor en el articulo 4 incluido en esta tesis. Ademas,
investigamos los efectos de los diferentes factores pre-trasplante, clinicos y
virolégicos sobre la tasa y magnitud de la reconstitucion a corto y largo

plazo de ambas subpoblaciones celulares T especificas de CMV.

El andlisis de los datos obtenidos en el articulo 4, nos permite
confirmar la validez de los puntos de corte de células T CD8*IFNy*y T
CD4+IFNy+ especificas de CMV (>1.0 y >1.2 células/ul, respectivamente)
obtenidos en el estudio piloto previo [Solano et al., 2008], por encima de los

cuales los pacientes estan protegidos de la DNAemia de CMV en los primeros
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tres meses post-trasplante. Estos puntos de corte se asemejan mucho a los
que previamente han sido determinados por otros [Hebart et al, 2002;
Ohnishi et al, 2005; Lilleri et al, 2008; Moins-Teisserenc et al, 2008;
Pourgheysari et al., 2008] para diferentes tipos de células T funcionales,
como valores que proporcionan proteccidn frente al desarrollo de DNAemia
0 AG de CMV. Sin embargo, ambos marcadores en nuestra cohorte no fueron
suficientemente buenos en la prediccién de la ocurrencia de DNAemia de
CMV, puesto que una fraccién relevante de los pacientes con valores
indetectables o por debajo de los puntos de corte de ambas subpoblaciones
celulares no present6 DNAemia de CMV. Esto podria ser debido a que los
niveles protectores de dichas células varian entre los diferentes pacientes.
El estudio de otros marcadores de funcionalidad celular o de otro tipo de
células podria mejorar estos datos, como sugieren otros autores [Foster et
al, 2002; Sylwester et al, 2005; Lacey et al, 2006; Lilleri et al, 2008;
Pourgheysari et al., 2008; Barron et al., 2009; Zhou et al.,, 2009; Makedonas
et al, 2010]. Ademas, cabe resaltar que el marcador T CD8+*IFNy* funcioné
mejor en nuestro caso que el T CD4+IFNy*, probablemente debido al tipo de

método analitico empleado.

En cuanto al andlisis de los factores con posible influencia sobre la
reconstitucién inmunitaria celular T especifica de CMV, podemos comentar

lo siguiente:

e La ocurrencia de DNAemia de CMV previa no presentd influencia sobre
la reconstituciéon temprana ni tardia de células T CD8+IFNy+ y T
CD4+IFNy+ especificas de CMV. Ni la duraciéon (y por tanto la dosis
acumulativa recibida de GCV) ni el nivel pico de DNAemia de CMV de un
episodio de infeccion activa presentaron correlacion con la
reconstituciéon inmunitaria posterior. Este hallazgo contradice
resultados previos que indicaban que la administracién profilactica de

GCV empeoraba la reconstitucién celular T especifica de CMV [Li et al,
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1994]; pero coinciden con trabajos mas recientes que indican que la
recuperacion inmunitaria celular T especifica de CMV ocurre
independientemente de una infeccién activa por CMV [Hakki et al., 2003;
Gallez-Hawkins et al., 2005]. No obstante, la DNAemia de CMV parecid
tener un efecto estimulador sobre la cinética de reconstitucién de ambas

subpoblaciones celulares T.

Los receptores de trasplante de donante seronegativo para CMV, no
emparentado o con incompatibilidad HLA presentaron respuestas
peores de células T CD8+IFNy+ y T CD4+IFNy+ especificas de CMV en el
dia +30, en comparacion con los receptores de donante seropositivo para
CMV, hermano o HLA-idéntico, que en general presentaron mayor
tendencia a adquirir niveles protectores durante todo el periodo de
estudio. A medida que aumentaba el tiempo post-trasplante, tanto la
magnitud de la respuesta como la frecuencia de pacientes con niveles
protectores se igualaron entre ambos grupos poblacionales, si bien el
efecto de la identidad del HLA sigui6 siendo constatable. Nuestros datos
avalan estudios previos que sugieren que el estado serologico del
donante influye sobre la velocidad y magnitud de la reconstitucién de
células T especificas de CMV [Li et al., 1994; Foster et al.,, 2002; Ohnishi
etal, 2005; Avetisyan et al., 2006; Ganepola et al., 2007; Pourgheysari et
al, 2008; Zhou et al, 2009]. Igualmente, nuestros datos coinciden con
resultados publicados previamente que indican que la reconstitucion
celular T general y especifica de CMV sufre un retraso notable en
receptores de trasplante de donantes no emparentados o con
incompatibilidad HLA [Hakki et al, 2003; Pourgheysari et al, 2008;
Seggewiss y Einsele, 2010].

La utilizacion de ATG también tuvo un impacto sobre la magnitud de la
recuperacion de la respuesta celular T especifica en el dia +30, como ya

se habia publicado previamente [Hakki et al., 2003; Ohnishi et al., 2005].
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Igualmente, el uso de MMF en lugar de MTX como profilaxis para la EICH
también se relacioné con una peor reconstituciéon inmunitaria celular T
en el dia +30. Esto podria explicar porqué se producen mas episodios de

DNAemia de CMV en los pacientes en tratamiento con ATG o MMF.

e Los pacientes receptores de un trasplante de SCU presentaron también
una peor reconstitucion de la respuesta celular T especifica de CMV, con
respecto a receptores de trasplante de MO o SP. No hubo diferencias
significativas ni en la magnitud ni en la frecuencia de reconstitucion
celular T entre los otros dos subgrupos (MO, SP). Se han publicado datos
contradictorios al respecto [Hakki et al, 2003; Avetisyan et al, 2006;
Lilleri et al., 2008].

e Elrégimen de acondicionamiento en nuestro estudio no ha influenciado
significativamente ni la velocidad ni 1a magnitud de la recuperacién de la
inmunidad celular T especifica de CMV, si bien los pacientes
acondicionados con regimenes no mieloablativos presentaron una
mayor tendencia a adquirir niveles protectores de ambas
subpoblaciones celulares T. Otros grupos han comunicado un efecto
beneficioso de los regimenes no mieloablativos sobre la reconstituciéon
de la inmunidad celular T especifica de CMV en comparacién con el
acondicionamiento mieloablativo [Avetisyan et al, 2006; Pourgheysari

etal, 2008].

e La aparicién de EICHa de grados II-IV no tuvo un efecto significativo
sobre la magnitud de la reconstitucién de la respuesta celular T
especifica de CMV. Se encuentran datos discrepantes al respecto en la

literatura [Hakki et al, 2003; Avetisyan et al, 2006; Lilleri et al, 2008].

Por lo tanto, en el articulo 4 de la presente tesis doctoral hemos
determinado los factores clinicos, virolégicos (infeccién activa por CMV) y

pre-trasplante que afectan a la magnitud y cinética de reconstitucion de las
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células T CD8*IFNy*y T CD4+*IFNy* especificas de CMV hasta un afio post-
trasplante. Estos datos pueden ayudar a estratificar a los pacientes
receptores de alo-TPH en funcién del riesgo relativo de desarrollar
DNAemia de CMV, permitiendo la individualizaciéon de los tratamientos

anticipados antivirales con el fin de beneficiar a los pacientes.

El articulo 5 de la tesis doctoral, como extension del articulo 4,
consiste en la ratificaciéon de la influencia que ejerce el estado serolégico
frente al CMV del donante, contrastando los resultados de otro articulo
[Pietersma et al, 2011]. La conclusién del citado articulo era que la
apariciéon de infeccidon activa por CMV sucede mas frecuentemente en
pacientes receptores de alo-TPH de donante seropositivo para CMV (D+)
pero resulta menos grave que en aquellos que reciben un trasplante de
donante seronegativo para CMV (D-). El elevado uso de ATG con el régimen
de acondicionamiento? podria haber enmascarado el impacto de la
reconstitucion temprana de la respuesta celular T especifica de CMV
asociada al injerto de D+ [Zhou et al,, 2009; Ugarte-Torres et al., 2011].
Ademas, segtin el protocolo de tratamiento empleado en dicho estudio3, la
mitad de los pacientes no fueron tratados con antivirales, lo que podria
haber introducido un sesgo en la estimacién de la duracién de los episodios,
puesto que la cinética de aclaramiento en los episodios tratados podria
diferir de la de los no tratados. Por medio de la seleccién de una poblacién
de receptores seropositivos para CMV (R+) de alo-TPH de hermano /

compatible repleto de células T, es decir, mas homogénea que la estudiada

2En el articulo de Pietersma et al. se administré6 ATG junto con el régimen de acondicionamiento
para la deplecion in vivo de células T en pacientes receptores de trasplante de donantes no
emparentados o con incompatibilidad HLA (n=65), correspondiente al 60% de la poblacion
estudiada. Ademas, no se indica cuantos de estos pacientes pertenecian a cada grupo (D-/D+).

3 En el articulo de Pietersma et al. se inicié tratamiento anticipado con valGCV (900 mg / 12h) cuando
la DNAemia de CMV fue >500 copias/ml. Sin embargo, el 46.7% de los pacientes que presentaron
una reactivacion por CMV presentaron valores de DNAemia <500 copias/ml y por lo tanto no fueron
tratados.
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en el articulo de Pietersma y cols. [Pietersma et al,, 2011], en la que ademas
todos los pacientes recibieron tratamiento anticipado, demostramos que la
DNAemia de CMV ocurre mas frecuentemente en los receptores de
trasplante de D- que en los receptores de trasplante de D+, con episodios de
DNAemia de CMV mas duraderos, con una tendencia a aparecer de manera
mas temprana, con picos de DNAemia mayores y mayor frecuencia de
episodios recurrentes y enfermedad organica por CMV. Al igual que otros
autores [Ljungman et al, 2006; Ozdemir et al, 2007; Zhou et al, 2009;
Ugarte-Torres et al, 2011], concluimos en el articulo 5 de esta tesis doctoral
que la DNAemia de CMV ocurre con mayor frecuencia y es mas grave en los
receptores de alo-TPH D-/R+ que en los D+/R+, independientemente de la
modalidad de trasplante (repleto de células T o deplecionado de células T
con ATG) + [Zhou et al, 2009; Ugarte-Torres et al, 2011], porque se
relaciona con un retraso en la reconstitucién inmunitaria celular T

especifica de CMV.

Para acabar, en el articulo 2 de esta tesis investigamos si la
reactivaciéon de otro beta-herpesvirus, el HHV-6, tenia alguna influencia
sobre la reactivacion del CMV 6 la reconstitucién inmunitaria celular T
especifica de CMV en los pacientes receptores de alo-TPH. En primer lugar,
caracterizamos la aparicién de la infeccién activa por HHV-6 en nuestra

cohorte, llegando a las siguientes conclusiones:

e El 40% de los pacientes receptores de alo-TPH de nuestra cohorte
experiment6 al menos un episodio de DNAemia de HHV-6, que ocurrié
sobre el periodo del prendimiento del injerto. Se han publicado
incidencias de 28-78% de infeccidn activa por HHV-6 en este contexto
[Kadakia et al, 1996; Wang et al, 1996; Chan et al, 1997; Cone et al,
1999; Imbert-Marcille et al, 2000; Ljungman et al.,, 2000; Sashihara et al,
2002; Boutolleau et al, 2003; Gentile et al, 2004; Volin et al, 2004;
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Hentrich et al, 2005; Zerr et al., 2005; Ogata et al, 2006; Wang et al,
2006]. La discrepancia entre estos articulos se debe probablemente a
variaciones en el método y el tipo de muestra empleados para la
deteccion de HHV-6, la frecuencia de la monitorizaciéon viral y las
caracteristicas clinicas de los pacientes. Empleamos un ensayo de QRT-
PCR muy sensible y plasma en lugar de leucocitos para la cuantificacién
dela DNAemia de HHV-6. Aunque sigue siendo un tema debatido [Achour
et al, 2006; Ogata et al, 2006], parece que el nivel plasmatico de
DNAemia de HHV-6 refleja el grado de replicacion viral sistémica. En
nuestra cohorte la variante B del virus fue implicada en todos los
episodios en los que se analizé (n=16), y la cinética de la DNAemia no
sugirid la integraciéon cromosémica del genoma del HHV-6 [Ward et al,

2006].

La recepcion de un trasplante de un donante no emparentado o HLA-
incompatible, y el uso de SCU como fuente de células madre, se asociaron
independientemente con el desarrollo de DNAemia de HHV-6, al igual
que sucede en otros estudios [Ljungman et al, 2000; Sashihara et al,

2002; Ogata et al,, 2006; Yamane et al., 2007].

La cinética de la DNAemia de HHV-6 en nuestros pacientes se caracterizé
por picos de incidencia en la segunda-tercera semana post-trasplante, y
una duracién de los episodios menor de 2 semanas. Esta cinética fue
comparable a la observada en otras series [Imbert-Marcille et al., 2000;
Ljungman et al,, 2000; Sashihara et al, 2002; Boutolleau et al, 2003;
Hentrich et al, 2005; Zerr et al., 2005; Ogata et al, 2006; Wang et al,
2006; Yamane et al, 2007]. La mayoria de los episodios fueron
autolimitados. Este parece ser el resultado mas frecuente de la infeccion
activa por HHV-6 en pacientes con niveles de DNAemia de HHV-6 bajos-
intermedios [Ogata et al, 2007], como fue el caso de nuestra serie. Los

niveles pico plasmaticos de DNAemia de HHV-6 fueron muy similares a
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los de Zerr et al. [Zerr et al., 2005], pero notablemente menores que los
de Ogata et al. [Ogata et al., 2006]. De nuevo, las diferencias pueden ser
debidas a las caracteristicas clinicas de los pacientes o al método

empleado para la cuantificacion de la DNAemia.

e En nuestra cohorte, no observamos ningin efecto de la DNAemia de
HHV-6 sobre el tiempo de prendimiento de los neutréfilos en el dia +30
post-trasplante, ni de las plaquetas en los dias +30 y +50. Se han
publicado datos contradictorios al respecto [Ljungman et al., 2000; Zerr

etal, 2005; Ogata et al, 2006; Wang et al, 2006].

e Jgualmente, no observamos en nuestra cohorte una asociaciéon
significativa entre la aparicién de DNAemia de HHV-6 o CMV y el riesgo
de desarrollo de EICHa de grados II-IV. Dicha relacién ha sido
documentada previamente para el HHV-6 pero no para el CMV [Zerr et

al, 2005; Wang et al., 2008].

El HHV-6 presenta propiedades inmunomoduladoras e
inmunosupresoras, por lo que podria llevar a un incremento de la
replicacion de CMV [DesJardin et al.,, 2001]. La replicaciéon de HHV-6 se ha
relacionado con el incremento del riesgo de infeccién activa por CMV en el
contexto del TOS [Dockrell et al., 1997; DesJardin et al., 1998; Humar et al.,
2000; DesJardin et al., 2001; Humar et al, 2002a; Humar et al.,, 2002b]. Sin
embargo, no hay muchos datos sobre la interaccién de ambos beta-
herpesvirus en el contexto del alo-TPH. En caso de que se demostrara el
papel inductor del HHV-6 sobre la infeccién activa por CMV, la deteccion de
DNAemia de HHV-6 podria ser una indicaciéon de profilaxis frente a la
infecciéon por CMV. Estudios previos muestran que los receptores de alo-
TPH que presentan DNAemia de HHV-6 son mas propensos a desarrollar un
episodio posterior de infeccién activa por CMV [Ljungman et al.,, 2000; Wang
etal,2002; Gentile et al, 2004; Volin et al.,, 2004; Hentrich et al,, 2005; Ogata

et al, 2006; Wang et al.,, 2006], si bien esta asociacién no alcanza niveles
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significativos en todas las series. Todavia no se ha demostrado una relacién
entre la infeccion activa por HHV-6 y un mayor riesgo de enfermedad por
CMV. En nuestro estudio, se observé unarelacién entre la DNAemia de HHV-
6 y la posterior aparicion de DNAemia de CMV; en la mayoria de episodios,
la DNAemia de HHV-6 se habia resuelto espontdneamente o estaba en
proceso de resoluciéon en el momento de la detecciéon de la DNAemia de
CMV. De hecho, la coincidencia temporal de ambas DNAemias sélo ocurrié
en aproximadamente la mitad de los pacientes. Ademas, el nivel pico de
DNAemia de HHV-6 en los pacientes que posteriormente desarrollaron
DNAemia de CMV no fue diferente del de aquellos que no la presentaron.
Aunque esta observacion esta en contra de la existencia de un papel directo
del HHV-6 en la predisposicion al desarrollo de infeccién activa por CMV, la
posibilidad de que el HHV-6 desencadene la reactivacion de CMV por medio

de una interaccién directa distinta de la carga viral no puede descartarse.

Estudiamos también si la DNAemia de HHV-6 tuvo algtin impacto
sobre el patrén de aparicion de la infeccion activa por CMV. Nuestros datos
no corroboran esta hipdtesis por varias razones. En primer lugar, no se
obtuvo correlacion entre los picos de DNAemia de ambos virus, lo que
hubiera sido esperable en caso de que el HHV-6 interaccionara
directamente con el CMV [Humar et al.,, 2000]. Nuestras observaciones son
similares a las de algunos autores [Ljungman et al.,, 2000] y contrarias a las
de otros [Wang et al., 2006]. Si bien, en este tltimo estudio la infeccién activa
por CMV se monitoriz6 por medio de la AG. En segundo lugar, la DNAemia
de HHV-6 no tuvo impacto sobre la cinética de la infeccién activa por CMV,
como se mostro6 por la precocidad del comienzo y los niveles pico e iniciales
dela DNAemia de CMV, y el tiempo de replicacion viral. Ademas, la duracién
de la DNAemia de CMV fue comparable en los pacientes con y sin episodio

previo de DNAemia de HHV-6.
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Nuestros resultados también refutan la hipétesis de que el HHV-6
promueve la reactivacion del CMV por medio de la inhibiciéon de la
reconstitucion inmunitaria celular T especifica de CMV. En un estudio
previo se mostro una correlacion inversa no significativa entre la carga viral
de HHV-6 y la presencia de respuestas linfoproliferativas especificas de CMV
[Wang et al., 2002]. En nuestra cohorte, obtuvimos los recuentos periféricos
de células T CD8*IFNy+y T CD4*IFNy*especificas de CMV en el dia +30 post-
trasplante tanto en pacientes que presentaron un episodio previo de
DNAemia de HHV-6 como en pacientes que no lo presentaron a lo largo de
todo el periodo estudio. No encontramos un efecto aparente de la DNAemia
de HHV-6 sobre el nivel de reconstitucién de ninguna de las dos
subpoblaciones celulares T, independientemente de si luego sucedi6 un
episodio de infecciéon activa por CMV o no. Como ya hemos comentado
previamente, niveles bajos de células T especificas de CMV se relacionan con
una mayor probabilidad de aparicién de infeccion activa por CMV que
niveles mayores de las mismas. La discrepancia con el estudio citado [Wang
et al, 2002] podria deberse a diferencias en el tipo de muestra empleado
para la detecciéon de la DNAemia de HHV-6 (sangre total vs. plasma), al
método utilizado para la deteccion de la respuesta celular especifica de CMV
(estudio de linfoproliferacion vs. recuento de células periféricas funcionales
T CD4+ y T CD8*) o a la frecuencia de la monitorizacion inmunoldgica
(semanal (3,4, 5, 6,8, 10, 12 semanas post-trasplante) vs. mensual (dias +30
y +60 post-trasplante)). También observamos q los niveles periféricos de
ambas subpoblaciones celulares T en el dia +60 en los pacientes que
desarrollaron un episodio de infeccion activa por CMV entre los dias +30 y
+60 eran comparables en los pacientes con y sin episodio previo de
DNAemia de HHV-6. Por lo tanto, nuestros datos indican que la ocurrencia
de DNAemia de HHV-6 no tiene efecto ni sobre la reconstituciéon inmunitaria
celular frente al CMV ni sobre la magnitud de la respuesta inmunitaria

especifica originada en respuesta a la replicacion activa del CMV.
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La asociacion temporal de las DNAemias de HHV-6 y CMV podria ser
el resultado de una condicién de inmunosupresion grave de los pacientes
que desencadena la co-activacién de ambos virus, y no necesariamente el
resultado de una interaccion entre ellos. De acuerdo con esta hipotesis,
encontramos que la recepcién de un trasplante de donante no emparentado
o con incompatibilidad HLA se asociaba de forma independiente con la
apariciéon de DNAemia de CMV y HHV-6 en nuestra cohorte. Ademas, en el
analisis multivariante de los factores de riesgo asociados significativamente
conla ocurrencia de DNAemia de CMV en el andlisis univariante, la DNAemia
de HHV-6 perdié la significacién, si bien mantuvo cierta relacién. La
aparicion mas temprana del HHV-6 en compartimento sanguineo con
respecto a la del CMV no implica necesariamente un patrén de reactivacion
temporal distinto. De hecho, la forma de determinar de manera certera el
momento de reactivacion viral de los beta-herpesvirus es la monitorizacién
virolégica en tejido o mucosa [De Bolle et al., 2005]. La tasa de replicacion
viral parece ser un factor relevante en la precocidad de la aparicion de la
DNAemia viral. En este sentido, determinamos en nuestro estudio que el
tiempo de replicacién viral del HHV-6 era aproximadamente la mitad del
tiempo de replicacién del CMV (0.9 vs. 1.7 dias), que ademas se asemeja a
una estimacioén realizada previamente [Funk et al, 2007]. Otros factores
patogénicos con potencial relevancia en este contexto serian la facilidad de
acceso al compartimento sanguineo o la fuerza de la asociacion célula-virus,

que podrian diferir en ambos virus.

Para concluir, podemos decir que los datos obtenidos en el articulo
2 de esta tesis doctoral apoyan la hipétesis de que un estado de profunda
inmunosupresidn lleva a la co-activacién de HHV-6 y CMV, y refuta la idea
de que el HHV-6 juega un papel predisponente en el desarrollo de DNAemia

de CMV o influye en el curso de la infeccién activa por CMV.
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10. LIMITACIONES METODOLOGICAS

Los cinco articulos que componen esta tesis doctoral presentan una

serie de limitaciones a tener en cuenta.

Limitaciones del articulo 1

En este articulo, se expone que una expansion temprana de células
T CD8*IFNy*y T CD4*IFNy*especificas de CMV en respuesta a la replicacién
activa del virus se asocia con la disminucién de los niveles de AGy DNAemia
de CMV durante el tratamiento antiviral. En nuestro estudio el incremento
significativo de ambas subpoblaciones celulares se detectd alos 16.5 dias de
mediana (rango, 6-46 dias) tras el inicio del tratamiento. Si la
monitorizacién inmunolégica se hubiera llevado a cabo con la misma
periodicidad que la monitorizacién virolégica, seguramente la deteccién de
la expansion celular frente al CMV hubiera sido mas temprana, si bien esto
no pudo realizarse en este estudio. Con el fin de plantearse la interrupcién
del tratamiento antiviral en base a una deteccion temprana de la
reconstitucion de células T funcionales frente al CMV, la monitorizacién
inmunolégica deberia realizarse con mayor frecuencia a la practicada en
este estudio, y ser validada previamente con estudios prospectivos mas

extensos.

La baja ocurrencia de episodios tipo C (aumento de AG y
disminucion de DNAemia) en nuestro estudio (2 casos) hace imposible el
analisis de los mismos, y la determinacién de su posible impacto sobre las
decisiones terapéuticas, en caso de existir. Hay estudios en los que estos
episodios aparecen con una frecuencia marcadamente mayor (31.4%)
[Gerna et al, 2005], y la explicacion de esta discrepancia resulta dificil,

puesto que es poco probable que la diferencia en las caracteristicas
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demograficas o clinicas o en el tipo de muestra empleado tengan algo que
ver. Seguramente el estudio de una cohorte mas numerosa aumentaria el

numero de estos episodios y permitiria sacar alguna conclusioén al respecto.

Asimismo, nuestra experiencia en este estudio requiere de una
validacioén clinica con mas datos para poder extraer conclusiones de mayor
peso que puedan ser aplicadas con una seguridad suficiente para los

pacientes.

Limitaciones del articulo 2

En el articulo 2, la determinaciéon de la DNAemia de HHV-6 se realiz6
de forma retrospectiva a partir de muestras criopreservadas. El porcentaje
de pacientes con DNAemia de HHV-6 (casi 40%) podria haberse
subestimado en nuestra cohorte, dado que no se pudo obtener muestras de
plasma de las primeras 4 semanas post-trasplante en algunos pacientes,
pudiendo no haberse detectado la reactivaciéon temprana por HHV-6 en esos

casos.

En nuestra cohorte, el limitado nimero de eventos incluidos en el
analisis podria explicar que no se haya encontrado un efecto de la DNAemia
de HHV-6 en el tiempo de prendimiento de neutrdfilos y plaquetas, como
indicaban estudios previos [Ljungman et al., 2000; Zerr et al., 2005; Ogata et
al, 2006]. Igualmente, la baja ocurrencia de EICHa de grados II-IV en
nuestra cohorte (23 pacientes) podria explicar que no se encontrara una
relacion significativa entre la DNAemia de HHV-6 y la aparicion de EICHa de
alto grado, como se habia publicado previamente [Zerr et al., 2005; Wang et
al, 2008]. Ademas, no se pudo llevar a cabo un andlisis estadistico
significativo que relacionarala DNAemia de HHV-6, de CMV o de ambos con
la mortalidad por cualquier causa debido al escaso niumero de eventos

clinicos (11 pacientes).
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En nuestro estudio, los datos avalan la hipétesis de que el HHV-6 no
tiene un papel directo sobre la infeccion activa por CMV, basandose en la
observacién de que las DNAemias de ambos virus son coincidentes
temporalmente sélo en la mitad de los casos y que los picos de DNAemia de
HHV-6 son comparables entre pacientes que posteriormente presentan una
infeccion activa por CMV y los que no lo hacen. Si bien, podria producirse
una interaccién entre ambos virus no detectable por medio de la carga viral
sanguinea, quizas a nivel de tejido o mucosa, o incluso intracelular, que
podria estudiarse, por ejemplo, por medio de modelos de coinfeccién animal
o in vitro. Por lo tanto, no se puede descartar definitivamente una

interaccion directa entre ambos virus.

Para descartar definitivamente que la DNAemia de HHV-6 no influye
sobre la reconstitucién inmunitaria especifica de CMV, nos faltaria
determinar si la DNAemia de HHV-6 tiene algin efecto sobre esta
recuperaciéon inmunitaria en periodos tardios post-trasplante, puesto que
nuestro estudio se limita a determinar el recuento de células T especificas

de CMV en los momentos +30 y +60 post-trasplante.

Por ultimo, en el trabajo concluimos que nuestros datos avalan la
hipotesis de que un estado de inmunosupresion profunda favorece la co-
activacion de HHV-6 y CMV y refutan el supuesto de que la reactivacién de
HHV-6 predispone a la infeccién activa por CMV o influye sobre el curso de
la misma. No obstante, se requieren estudios con series de pacientes

mayores para validar estas presunciones.
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Limitaciones del articulo 3

En la busqueda de estrategias para el mejor manejo terapéutico de
la infeccion activa por CMV en los pacientes receptores de alo-TPH, se
publicé un estudio basado en el aplazamiento del tratamiento antiviral en
base a la deteccidon de una respuesta inmunitaria especifica de CMV en el
momento de la detecciéon de la DNAemia de CMV [Avetisyan et al, 2007].
Esta estrategia no podia aplicarse a nuestra cohorte dado que en casi todos
los casos independientemente de la evolucidn del episodio de infeccidon
activa por CMV, larespuesta inmunitaria especifica de CMV era indetectable.
La mayor diferencia entre ambos estudios es que la aplicacién de dicha
estrategia por el otro grupo se realizaba en episodios de infeccion tardia (>3
meses post-trasplante), mientras que en nuestro caso la mayoria de
episodios se produjeron en el periodo temprano post-trasplante. Esto no
nos permite determinar la invalidez de dicha estrategia, puesto que podria
resultar 1til como aproximacidn a los episodios de infeccidn tardia por CMV,
por lo que deberian realizarse estudios con mas pacientes monitorizados de
forma prolongada para determinar la aplicabilidad de la estrategia en ese
contexto. Otra diferencia existente entre ambos estudios es el método
empleado para la enumeracion de células T funcionales especificas de CMV:
ELISPOT frente a tincién de citoquinas intracelulares. Hay que tener en
cuenta que el ELISPOT presenta limites de deteccidn menores que la tinciéon
de citoquinas intracelulares, aunque no permite la diferenciacién de las

subpoblaciones funcionales de células T.

En este estudio, proponemos como potencial intervencién la
interrupcién temprana o la disminucién de la dosis de tratamiento antiviral
cuando se detecte una expansion significativa de células T especificas de
CMV. Nuestros datos indican que un valor de células T CD8*IFNy* por
encima de 1.3 células / pul predice el aclaramiento viral y podria emplearse
como punto de corte para interrumpir el tratamiento antiviral. Sin embargo,

en base a este estudio no podemos estar seguros sobre la eficacia virologica
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y la seguridad clinica porque en nuestra cohorte no se suspendi6 el
tratamiento antiviral hasta la obtencién en los pacientes de un segundo
resultado negativo de AG o PCR. Por lo tanto, esta proposicién debe ser
validada antes de su generalizaciéon por medio de un ensayo clinico

controlado.

De nuevo, la conclusién del articulo 3 de que la monitorizacién
inmunolégica rutinaria durante los episodios de DNAemia de CMV es ttil
para el manejo terapéutico de la infeccién activa por CMV en los receptores

de alo-TPH requiere de estudios mas amplios para su verificacion.

Limitaciones del articulo 4

En el articulo 4, los datos permitieron validar los puntos de corte de
células T CD8*IFNy+*y T CD4+IFNy* protectores de la aparicion de DNAemia
de CMV (>1.0 y >1.2 células/ul, respectivamente) que habiamos
determinado previamente [Solano et al, 2008]. Sin embargo, ambos
marcadores no resultaron suficientemente buenos en la prediccién de la
ocurrencia de DNAemia de CMV, puesto que una fraccién relevante de los
pacientes con valores indetectables o por debajo de los puntos de corte de
ambas subpoblaciones celulares no presenté DNAemia de CMV. Esto podria
ser debido a que los niveles protectores de dichas células varian entre los
diferentes pacientes. El estudio de células T especificas de CMV
multifuncionales en lugar de monofuncionales podria estimar de forma mas
precisa el estado inmunoldgico frente al CMV, como se ha sugerido en otros
estudios [Foster et al, 2002; Lacey et al, 2006; Lilleri et al, 2008;
Pourgheysari et al, 2008; Zhou et al, 2009; Makedonas et al, 2010].
Ademas, podrian contribuir también células T especificas de otras proteinas
de CMYV distintas de las estudiadas (pp65 e IE-1) u otros tipos de células,
como las células NK (natural Kkiller), que no se han analizado en nuestra

cohorte [Sylwester et al, 2005; Barron et al, 2009].
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Ademads, el marcador de células T CD4+IFNy* funcion6 peor que el de
células T CD8*IFNy* en la prediccion del riesgo de DNAemia de CMV. Hay
que tener en cuenta que el método analitico que empleamos es menos
adecuado para el estudio de respuestas celulares T CD4+ (interaccionan con
moléculas del CMH-II) que T CD8* (interaccionan con moléculas del CMH-I)
debido a la naturaleza del antigeno estimulante utilizado: librerias de
péptidos superpuestos de pp-65 e IE-1 de un tamafio de 15 aminoacidos
(aa). Generalmente, las moléculas del CMH-I presentan péptidos de 8-10 aa
de origen endégeno y las moléculas del CMH-II se unen a péptidos de 13-24
aa de origen exdgeno (generalmente >15 residuos). Estas tltimas (y con ello
la respuesta de las células T CD4+) funcionan mejor cuando se emplean
antigenos derivados de lisados de cultivos celulares de CMV que son

endocitados y procesados posteriormente por las CPA.

Por ultimo, cabe sefialar que en el andlisis de los factores clinicos que
afectan a la reconstituciéon de la respuesta inmunitaria celular T frente al
CMV, la aparicion de EICHa de alto grado no presentd un efecto significativo.
Nuestros datos deben de interpretarse con cautela debido al escaso nimero
de pacientes con EICHa de grados II-IV para los cuales obtuvimos datos
inmunolégicos. Hay datos discrepantes en la literatura respecto a este tema
[Hakki et al.,, 2003; Avetisyan et al, 2006; Lilleri et al, 2008], que podrian
deberse a las diferencias en los tiempos de monitorizacién inmunolégica
tras el inicio o el cese de la terapia con corticosteroides y la dosis acumulada

administrada previa a la toma de muestras.

Limitaciones del articulo 5

En el articulo 5, algunos de los datos expuestos entre los dos grupos
de pacientes comparados (D-/R+ y D+/R+) no alcanzan significacion

estadistica y nuestras conclusiones se basan en las frecuencias obtenidas
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(%), como el tiempo de aparicién de la DNAemia de CMV (mds temprana en
el grupo D-/R+) y el ntimero de episodios de DNAemia de CMV (mayor en
los pacientes D-/R+). Si se hubieran incluido mas pacientes en el analisis,
quizas las tendencias observadas entre los dos grupos se hubieran

transformado en datos diferentes significativos.
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11. CONCLUSIONES FINALES

Los cinco articulos que componen esta tesis doctoral permiten
extraer una serie de conclusiones de utilidad para el manejo clinico-
terapéutico de la infeccion activa por CMV en el paciente receptor de alo-

TPH:

1- Los episodios de infeccién activa por CMV en los que DNAemia y AG
aumentan al ser tratados con GCV se asocian con la ausencia de una
respuesta inmunolégica celular T especifica de CMV, lo que explica que
aparezcan en el contexto de la inmunosupresién producida por la

administracion de corticosteroides.

2.- La aparicién de mutaciones que confieren resistencia a los farmacos
antivirales empleados en el tratamiento de la infeccidn activa por CMV en el
contexto del alo-TPH es rara, y el fallo de una respuesta viroldgica al
tratamiento se debe -salvo en casos de exposicién prolongada y repetida al
antiviral- a la incapacidad de controlar la replicacion por medio de una
respuesta inmunitaria celular protectora. Esto permite abogar por la
incorporacién de una terapia basada en la transferencia adoptiva de células
T funcionales especificas de CMV en caso de fallo terapéutico, mas que en el

cambio de tratamiento.

3.- Losrecuentos periféricos de células T CD8+y T CD4+productoras de [FNy
en respuesta al estimulo con péptidos representativos de las proteinas pp65
e [E-1 de CMV se correlaciona inversamente con los niveles de DNAemia de
CMV. De esta forma, se obtienen niveles indetectables o bajos de dichas
células al inicio de episodios de infeccién activa y se relacionan con la
persistencia viral, mientras que la expansiéon de ambas subpoblaciones

celulares por encima de un nivel umbral (>1.3 células/pl) durante el
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tratamiento anticipado coincide con la resolucién de un episodio de
reactivacion y protege frente a episodios recurrentes. Esta aproximacion
podria tener utilidad en la interrupciéon temprana del tratatamiento
antiviral a la vista de resultados por encima de los valores umbral, por lo
que la monitorizacién inmunolégica durante los episodios de infeccién

activa podria aportar un beneficio afiadido al manejo de estos pacientes.

4.- El recuento periférico de células T CD8*IFNy*y T CD4*IFNy* especificas
de CMV por encima de 1y 1.2 células/pl, respectivamente, permite predecir
la ausencia de reactivacion de CMV al menos en los primeros tres meses
post-trasplante con una especificidad y VPP maximos. Sin embargo, niveles
por debajo de dichos valores no permiten determinar con sensibilidad
suficiente los pacientes que van a desarrollar un episodio de infeccion activa
por CMV. La monitorizacién inmunolégica celular permitiria a este nivel
diferenciar pacientes con riesgo de presentar una infeccién activa por CMV

de los que no lo tienen.

5.- Las caracteristicas clinicas y del trasplante que dan lugar a una peor
reconstitucion de la inmunidad celular especifica de CMV se asocian con un
mayor riesgo de reactivacion virica. Asi, segiin nuestros datos, los pacientes
receptores de alo-TPH de donante seronegativo para CMV, no emparentado
y con incompatibilidades HLA, la inclusién de ATG, el uso de MMF en lugar
del MTX en la profilaxis de la EICHa, la SCU como fuente de progenitores en
comparaciéon con la MO o la SP, y los regimenes de acondicionamiento
mieloablativos, que se asocian con peores respuestas inmunitarias, pueden
considerarse factores de riesgo de aparicion de infeccién activa por CMV. De
esta forma, se puede estratificar a los pacientes con mayor riesgo de sufrir
un episodio de infeccion activa por CMV, intensificando en ellos la
monitorizacién inmunolégica y virolégica para llevar un control mas

estrecho de la posible reactivacion del virus.
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6.- En el contexto del alo-TPH, la frecuente reactivacion de otros beta-
herpesvirus, como el HHV-6, concomitante a la del CMV, puede explicarse
por la profunda inmunosupresion a la que son sometidos estos pacientes.
En relacion con nuestros datos, esta afirmacion parece tener mas sentido
que la hipétesis de que el HHV-6 juegue un papel predisponente en el

desarrollo subsiguiente de un episodio de infeccién activa por CMV.
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12.1. Anexo 1

INFORME RAZONADO DEL LUGAR DE FIRMA DEL DOCTORANDO EN
LAS PUBLICACIONES COMPENDIADAS EN LA TESIS DOCTORAL

En cumplimiento del articulo 8.1.a del Reglamento sobre depé6sito, evaluacion y
defensa de la tesis doctoral de la Universidad de Valencia, vigente a partir del 11 de
febrero de 2012, redacto el siguiente informe con el fin de justificar la situacién como

segunda firmante en el articulo 5 de la presente tesis doctoral.

La serie de estudios presentados en esta tesis doctoral son fruto de una estrecha
colaboracion entre los Servicios de Microbiologia y de Onco-Hematologia del Hospital
Clinico Universitario de Valencia. Los aspectos microbiolégicos de este trabajo, incluyendo
la realizacion de las técnicas para la obtencidn de los datos, el analisis y la interpretacion
de los mismos, han sido llevados en su mayor parte por personal del Servicio de
Microbiologia, ¥ en los articulos aqui compendiados, por mi, doctoranda de esta tesis. Si
bien, el manejo y los datos clinico-epidemioldgicos de los pacientes son realizados por
personal de Onco-Hematologia, por lo que en algunas de las publicaciones, como en el caso

del articulo 5 incluido en este trabajo, se les otorga el primer lugar de firma.
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12.2. Anexo II

ESCRITO DE LOS DIRECTORES DE LA TESIS DOCTORAL SOBRE EL
FACTOR DE IMPACTO DE LAS PUBLICACIONES QUE SE RECOGEN EN LA
TESIS DOCTORAL

Los factores de impacto de las revistas en que se han publicado los trabajos
compendiados en esta tesis doctoral se presentan en la siguiente tabla por orden

cronolégico:

Afio de Factor de

Articulo Revista

publicacién impacto

2 Biology of Blood and Marrow Transplantation 2010 3,275

T3 JournalofMedicalVirology 2010 289

4 Bone Ma-rraw Transplénbarion ZOi 1 3,746
IR " Clinical Infectious Diseases 2011 9,154
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