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Esta tesis doctoral se presenta como compendio de publicaciones en virtud del nuevo 

Reglamento sobre depósito, evaluación 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 enseñanzas oficiales de doctorado, así como el artículo 136 de los Estatutos de la 

Universitat de València; y teniendo en cuenta los requisitos expuestos en el artículo 8 de dicho 

Reglamento, que deben ser satisfechos para llevar a cabo el depósito de una tesis doctoral por 

compendio de artículos publicados.  

Desde hace más de 10 años los Servicios de Microbiología y Parasitología y de 

Hematología y Oncología Médica del Hospital Clínico Universitario de Valencia han investigado 

conjuntamente distintos aspectos de la inmunobiología de la infección 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 cuatro artículos publicados en revistas internacionales que componen esta 

tesis doctoral son derivados del trabajo realizado en el contexto del proyecto FIS: PS 09/01117, 

titulado “Marcadores inmunológicos y genotípicos de protección frente al citomegalovirus en el 

trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos. Aplicabilidad en el manejo terapéutico 

de la infección activa virémica”.     
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2.1) El Citomegalovirus humano (CMV) 

2.1.1) Generalidades, estructura y replicación del CMV 

Citomegalovirus (CMV) es un virus que pertenece al orden de los Herpesvirales, a la 

familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae, género Cytomegalovirus, especie 

herpesvirus humano 5 según  el Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV, del inglés 

International Committee on Taxonomy of Viruses)(Davison et al., 2009). El virión tiene un 

diámetro de unos 200 nm y está formado por tres regiones distintas: la cápside, el tegumento y 

la envuelta lipídica externa (Figura 1). La cápside de simetría icosahédrica se organiza en 162 

capsómeros que engloban el genoma viral (Schleiss, 2011). Rodeando la cápside se encuentra 

el tegumento, una capa sin estructura y amorfa formada por aproximadamente 38 proteínas 

virales diferentes, que  generalmente se encuentran fosforiladas por lo que se les añade el 

prefijo pp (Figura 1) (Kalejta, 2008; Smith, Kosuri & Kerry, 2014). Estas proteínas son liberadas 

en la célula huésped donde juegan un papel crítico en el inicio de la infección (Kalejta, 2008; 

Smith, Kosuri, & Kerry, 2014). La proteína más abundante del tegumento es la fosfoproteína 65 

(pp65 o ppUL83), la cual presenta un papel fundamental en la respuesta inmunitaria por ser la 

diana de la respuesta innata y de la inmunidad celular (Kalejta, 2008). La capa más externa del 

virus es la envuelta lipídica, que contiene diferentes glicoproteínas virales. Estas glicoproteínas 

median en la entrada del virus en la célula hospedadora (Kalejta, 2008), y además, poseen los 

diferentes epítopos frente a los que se forman los anticuerpos neutralizantes (Britt & Mach, 

1996). 
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El CMV humano tiene una doble cadena ADN lineal de aproximadamente unos 235 kb, 

por lo que se le considera el herpesvirus con el genoma de mayor tamaño (Van Damme & Van 

Loock, 2014). Su genoma contiene una región larga (UL, del inglés unique long) y otra región 

corta (UL, del inglés unique short), flanqueadas por una secuencia terminal (TRL y TRS) y por 

una secuencia interna repetida (IRL e IRS). Todas estas regiones contienen, casi por completo, 

todos genes de CMV (Sanbonmatsu, Pérez, & Navarro, 2014; Van Damme & Van Loock, 2014). 

 Una vez el virus ha entrado en la célula se liberan las proteínas del tegumento y la 

nucleocápside, que se dirigirá hacia el núcleo donde liberará el ADN del virus (Sanbonmatsu et 

al., 2014). Tras la entrada en el núcleo, la expresión de los diferentes genes de CMV se produce 

en un proceso en cascada formado por tres fases distintas (Figura 2)(Sanbonmatsu et al., 2014; 

Schleiss, 2011; Van Damme & Van Loock, 2014). En la primera fase se  expresan los genes α o IE 

(“inmediate early”), que codifican las proteínas α o IE (“inmediate early”) responsables de 

regular la expresión genómica de los genes virales β o “early”(Oduro, Uecker, Hagemeier, & 

Wiebusch, 2012). En la segunda fase se produce la expresión de los genes β, que codifican las 

proteínas “early” de gran importancia en la replicación del ADN por su función enzimática 

(Schleiss, 2011). La expresión de los genes γ, en la tercera fase, está regulada por las proteínas 

“early” que codifican proteínas estructurales como las fosfoproteínas del tegumento (pp) o las 

glicoproteínas (gp) de la envuelta lipídica (Emery & Griffiths, 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción   
_________________________________________________________________________________        
                                                                                                          

 
23 

2.1.2) Patogenicidad 

CMV es un virus ampliamente distribuido a nivel mundial y que presenta una 

seroprevalencia que puede variar entre un 30 y un 90%, en función del status socioeconómico 

de la población (Crough & Khanna, 2009). La adquisición de CMV está relacionada con el 

contacto directo con personas infectadas que excretan el virus en su saliva, orina, semen, 

secreciones genitales durante el parto, leche materna, o incluso, vía sanguínea a través de 

transfusiones de sangre o trasplantes (Forbes, 1989; Sanbonmatsu et al., 2014). Inicialmente 

tras el contacto, el virus se replica en las células epiteliales de  las mucosas (tracto urinario, 

respiratorio o gastrointestinal) (Sinzger et al., 1995), exceptuando, cuando la vía de transmisión 

es la sanguínea (transfusión o trasplante)(Crough & Khanna, 2009). Posteriormente, mediante 

la infección de células endoteliales y de diferentes tipos de leucocitos (monocitos, linfocitos y 

neutrófilos), CMV se disemina vía sanguínea a diferentes órganos entre los que se incluyen 

riñón, hígado, bazo, retina, esófago, pulmones y colon, así como, las glándulas salivares (Sweet, 

1999). La primoinfección en individuos inmunocompetentes normalmente es asintomática, 

exceptuando, algunos casos en los que se produce un síndrome mononucleósico difícil de 

diferenciar de la infección primaria producida por el virus Epstein-Barr (VEB)(Crough & Khanna, 

2009; Sanbonmatsu et al., 2014). Tras la infección primaria, el virus establece una infección 

latente en progenitores mieloides (células CD34+) que no sólo se van a diferenciar 

posteriormente en monocitos, también, en otros tipos celulares como los linfocitos B, linfocitos 

T y leucocitos polimorfonucleares (PMN)(Sinclair & Sissons, 2006; Sinclair & Reeves, 2013). Los 

pacientes seropositivos pueden sufrir nuevas infecciones por CMV con cepas distintas 

(reinfección) o reactivaciones del virus desde su estado de latencia (infección recurrente), 

fomentadas por diversas circunstancias como estados de inmunosupresión, inflamación, 

infección o incluso estrés (Crough & Khanna, 2009; Halenius & Hengel, 2014; Ljungman, 

Griffiths, & Paya, 2002). 

El control de la replicación viral, tanto en la infección primaria como en el estado de 

latencia, se va a producir por un trabajo coordinado  de la inmunidad innata, humoral y celular. 

Como resultado de la activación de la inmunidad humoral se producirán IgMs, IgAs e IgGs 

frente al CMV, cuya función principal es evitar la diseminación de virus (Halenius & Hengel, 

2014) mediante su interacción con las proteínas de la envoltura vírica gB, gH y el complejo 

gM/gN (Britt & Mach, 1996). Estos anticuerpos  específicos de CMV aparecen rápidamente tras 

la primoinfección, persistiendo entre 2-8 meses en el caso de las IgM y de por vida en las IgG 

(Sanbonmatsu et al., 2014). El papel más crucial en el control inmunitario de la replicación de 

CMV lo tienen los linfocitos T CD8+, fundamentalmente los linfocitos T CD8+ citotóxicos (CTL), y 
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los linfocitos TCD4+ (Halenius & Hengel, 2014). Estas células inmunitarias controlan la 

replicación viral mediante la lisis directa de las células infectadas por citolisis, o bien, 

bloqueando su replicación con la secreción de citoquinas intracelulares como el interferón 

gamma (IFN-γ) y/o el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (Crough & Khanna, 2009).  

Las células NK, clásicamente clasificadas dentro de la respuesta innata, también van a 

actuar junto a las CTL para conferir protección frente a CMV. En la actualidad sabemos que las 

células NK tienen en su superficie una serie de receptores inhibidores o activadores, 

encargados de reconocer las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo I 

(MHC-I) o moléculas similares, que van a  regular la activación de las células NK  funcionales 

(Caligury, 2008; Guma et al., 2006). La funcionalidad de las células NK también  está influida por 

los marcadores que presenten en su superficie, como CD56 y CD16 (Caligury, 2008). Un 10% de 

las células NK circulantes producen gran cantidad de citoquinas, pero presentan una baja 

citotoxicidad. Estas células expresan en su superficie gran cantidad de moléculas CD56 

(CD56bright). La mayoría de las células NK circulantes presentan menor cantidad de CD56 

(CD56dim), relacionada con una menor producción de citoquinas y con una mayor citotoxicidad, 

mediante el uso de perforinas y granzimas (Caligury, 2008; Gundula, Yosuke, Deborah, Tsukasa, 

& Lewis, 2013). 
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2.2) CMV en el paciente receptor  de trasplante alogénico        

de precursores hematopoyéticos (alo-TPH) 

2.2.1) Aspectos clínicos de la infección por  CMV  en el alo-TPH  

 Citomegalovirus (CMV) es causa frecuente de morbididad y mortalidad en el marco del 

trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos (alo-TPH) (Boeckh, Nichols et al., 2003). 

Esto es debido, en parte, a los daños directos de CMV causados por su gran citopatogenicidad,  

en diferentes órganos (neumonía intersticial, enfermedad gastrointestinal, hepatitis, retinitis, 

encefalitis, o incluso enfermedad sistémica) y que se relacionan con la presencia de una 

elevada replicación viral (Boeckh et al., 2003; Ljungman, 2008). Una gran cantidad de los 

pacientes sometidos a un alo-TPH desarrollan una infección activa por CMV durante los 

primeros 100 días postrasplante, la cual sin tratamiento antiviral puede evolucionar a una 

enfermedad orgánica por CMV (Boeckh & Nichols, 2004; Solano et al., 2012). En los últimos 

años se ha apreciado un aumento de la incidencia de la enfermedad tardía por CMV (a partir de 

los 100 primeros días postrasplante). Esto se debe, fundamentalmente, al aumento de 

infecciones tempranas, el aumento de enfermedades orgánicas por CMV, el uso de 

tratamientos con depleción de células T, y la aparición de enfermedad injerto contra huésped 

(EICH) (Boeckh & Ljungman, 2009; Ljungman, 2008). La reconstitución inmunitaria del paciente, 

durante los 3 primeros meses tras el trasplante, es otro factor importante que se relaciona con 

la aparición de la enfermedad tardía.  En consecuencia, tanto los niveles bajos de linfocitos T 

como la ausencia de una respuesta inmunitaria específica de CMV se asocian significativamente 

con un aumento de la incidencia de enfermedad tardía (Boeckh, Leisenring et al., 2003; 

Ozdemir et al., 2007).  

CMV, también, puede ocasionar efectos indirectos, como la aparición de 

“superinfecciones” bacterianas o fúngicas, así como, de la enfermedad injerto contra huésped 

(EICH)(Ljungman et al., 2002). Estos efectos se deben a su capacidad inmunosupresora, 

desarrollada para facilitar su permanencia en las células huésped, y su capacidad pro-

inflamatoria como resultado de la interacción del virus con el sistema inmune del huésped 

(Marr, Carter, Boeckh, Martin, & Corey, 2002; Nichols, Corey, Davis, & Boeckh, 2002). Hay que 

tener en cuenta que, probablemente, estos daños indirectos se asocien más con la presencia 

de niveles bajos de replicación durante largos periodos de tiempo, que con altos niveles de 

replicación viral. 

 



  Introducción   
_________________________________________________________________________________        
  

 
26 

2.2.2) Factores de riesgo para el desarrollo de  la infección activa y 

enfermedad orgánica por CMV 

En el paciente sometido a un alo-TPH existen ciertos factores de riesgo, como recibir un 

trasplante con depleción de células T, recibir un trasplante de un donante no relacionado y/o 

HLA-incompatible, la administración de globulina antitimocítica (ATG) o alemtuzumab en el 

régimen de acondicionamiento, el uso de micofenolato de mofetilo (MMF) en el régimen de 

profilaxis frente a la EICH, y la administración de altas dosis de corticoesteroides (>1mg/kg) en 

el tratamiento de la EICH severa (grado III-IV), que van a incrementar el riesgo a desarrollar una  

infección por CMV y una enfermedad orgánica (Ljungman et al., 2003). De estos, uno de los 

factores de riesgo más importantes para la selección de un donante es la compatibilidad de 

HLA (Anasetti, 2012). En la selección de donantes para un alo-TPH, lo primero que se busca es 

un donante HLA compatible relacionado, y si esto no es posible, se selecciona un donante HLA 

incompatible no relacionado (Boeckh & Nichols, 2004). Respecto al estado serológico de 

donante y receptor, la selección del donante va a estar determinada por la serología del 

receptor. De tal forma, que en el caso de que el receptor tenga una serología negativa para 

CMV (R-) se seleccionara un donante seronegativo (D-), con el objetivo de reducir la posibilidad 

de que el receptor desarrolle una infección primaria por CMV (Boeckh & Nichols, 2004; Boeckh 

& Ljungman, 2009). Si el receptor del trasplante es un paciente seropositivo (R+) es preferible 

seleccionar un donante que también lo sea (D+), ya que, en estos trasplantes D+/R+ se 

observan mayores niveles de células T polifuncionales específicas de CMV, que confieren un 

mayor nivel de protección frente al virus que en los trasplantes D-/R+ (Luo, Chang, & Huang, 

2014; Zhou et al., 2009). Todo esto explica que en los trasplantes con serología D+/R+, 

comparado con los trasplantes D-/R+, exista una menor incidencia de reactivación por CMV, 

infecciones recurrentes, enfermedad orgánica, y mortalidad (Luo et al., 2014). 

En relación con el régimen de acondicionamiento, el riesgo a desarrollar una infección 

por CMV y una enfermedad orgánica, en los primeros 100 días postrasplante, es similar en el 

régimen mieloablativo y no mieloablativo (Junghanss et al., 2002; Nakamae et al., 2009); sin 

embargo, existe un mayor riesgo a desarrollar infección tardía por CMV en aquellos pacientes 

que reciben un régimen no mieloablativo (Junghanss et al., 2002).  

Otro factor de riesgo importante es la aparición de enfermedad de injerto contra 

huésped aguda (EICHa), la cual puede influir en el desarrollo de infección activa por CMV y la 

aparición de enfermedad orgánica por CMV, ya que, su aparición impide la recuperación de la 
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inmunidad de tipo T por diversos mecanismos como la inducción de la apoptosis, la inducción 

de producción de citoquinas inmunosupresoras, o por daño directo del timo (Luo et al., 2014). 

2.2.3) Control inmunitario de CMV en receptores alo-TPH             

   En el control de la infección por CMV  en pacientes sometidos a trasplante alogénico 

de células madre existe un trabajo coordinado de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. 

Los linfocitos TCD8+ específicos de CMV son el componente más importante involucrado en el 

control de la replicación de CMV, y por lo tanto, en la prevención de la infección activa y la 

enfermedad orgánica (Quinnan G. et al., 1982; Reusser, Riddell, Meyers, & Greenberg, 1991; 

Riddell et al., 1992). Por esto, una reconstitución de la inmunidad de células T específicas de 

CMV durante los primeros meses después del trasplante se relaciona con un mejor pronóstico 

del paciente (Espigado et al., 2014). Los antígenos más inmunodominantes frente a los que se 

va a dirigir la respuesta de las células TCD8+ específicas de CMV incluyen IE-1 (UL123), IE-2 

(UL122), y pp65 (UL83) (Crough & Khanna, 2009; Quinnan G. et al., 1982; Reusser et al., 1991; 

Riddell et al., 1992). Se ha demostrado, en comparación con las células T monofuncionales, que 

las células que presentan mayor capacidad antiviral son los  TCD8+ polifuncionales y las TCD4+, 

lo que les otorga un papel de vital importancia en el control de la infección por CMV en el 

paciente sometido a un alo-TPH  (Krol et al., 2011; Lilleri et al., 2008; Munoz-Cobo, Gimenez et 

al., 2012; Zhou et al., 2009).  

 Junto a los linfocitos CTL, las células NK también van a contribuir al control de la 

infección por CMV en pacientes sometidos a un alo-TPH, aunque, su papel sigue siendo motivo 

de controversia. En este sentido, las células NK mayoritariamente involucradas en el control de 

la infección son aquellas que expresan en su superficie el dímero formado por  el receptor 

activador C tipo lectina NKG2C y la molécula CD94 (Barron et al., 2009; Foley et al., 2012; 

Kuijpers et al., 2008; Lopez-Verges et al., 2011). Las células NK las podemos dividir en dos 

subpoblaciones en función de su fenotipo y de las funciones que llevan a cabo: las células NK 

CD56bright/CD16-/low que producen citoquinas como IFN-γ y Factor de necrosis tumoral beta 

(TNF-β), pero que expresan bajas cantidades de perforina, y las células NK CD56dim/CD16+ que 

son altamente citotóxicas (Caligury, 2008). 

Respecto a la inmunidad humoral, tras la infección primaria podemos detectar en 

suero anticuerpos que se van a dirigir frente a diferentes proteínas de la estructural viral 

(Hanley & Bollard, 2014). Los anticuerpos neutralizantes específicos de CMV se dirigen 

fundamentalmente frente a las glicoproteínas de la envuelta gB y gH o la glicoproteína 
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pentamérica H/gL/UL128/UL130/UL131A (Fouts, Chan, Stephan, Vandlen, & Feierbach, 2012; 

Lilleri, Kabanova, Lanzavecchia, & Gerna, 2012); sin embargo, no existen evidencias 

consistentes sobre si estos anticuerpos tienen un papel importante en el aclaramiento de la 

DNAemia o en la prevención de la enfermedad por CMV (Crough & Khanna, 2009). 

2.2.4) Diagnóstico de la infección activa por CMV 

En la respuesta humoral frente a la infección por CMV se generan anticuerpos IgM e 

IgG específicos de CMV. Los anticuerpos de clase IgM son los primeros en aparecer en la 

infección primaria e inmediatamente después aparecen los anticuerpos de clase IgG. En el 

trasplante alogénico, la determinación de estos anticuerpos específicos se realiza mediante el 

uso de técnicas serológicas, con el objetivo de conocer el estado serológico del donante y el 

receptor. Esta información es de gran relevancia, ya que, el estado serológico puede 

determinar el riesgo  que existe de desarrollar una infección activa y/o una enfermedad 

orgánica por CMV (Boeckh & Ljungman, 2009; Luo et al., 2014). 

La aparición de CMV en sangre periférica (viremia) precede, normalmente, a la 

aparición de los síntomas por enfermedad orgánica. En consecuencia, su detección se utiliza 

frecuentemente como una herramienta de diagnóstico mediante el uso de diferentes técnicas. 

Una de las primeras técnicas utilizadas es el cultivo celular, sin embargo, esta técnica presenta 

importantes inconvenientes como el tiempo de espera para la obtención de los resultados y su 

baja sensibilidad (Sanbonmatsu et al., 2014). Esta técnica se mejoró con el  shell- vial (SV), que 

permite generar un  diagnóstico en 18-48h  mediante la inoculación de las muestras en una 

línea celular MRC-5 (Gerna et al., 1990; Gerna et al., 2003). El primer ensayo que detectó de 

forma precoz la infección activa por CMV es la antigenemia (AG), una técnica ampliamente 

empleada que detecta la presencia de la proteína viral  pp65 (UL83), en un número 

determinado de leucocitos polimorfonucleares (unos 200.000)  de sangre periférica (Chee et 

al., 1990; Solano & D, 2010), mediante técnicas de inmunofluorescencia o técnicas 

inmunoenzimáticas, que utilizan anticuerpos monoclonales fijadas  a un portaobjetos por 

citocentrifugación (Chee et al., 1990). La AG, además de detectar la viremia de forma más 

rápida, es más sensible que la detección de viremia (Solano & D, 2010; van der Bij et al., 1988); 

sin embargo, tiene algunas limitaciones como la subjetividad en la interpretación de los 

resultados, la falta de estandarización, o el análisis de muestras de pacientes con neutropenia 

(Solano & D, 2010). 

Actualmente, la mayoría de centros utilizan métodos de detección de ADN viral 

mediante PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)(Sanbonmatsu et al., 2014; Solano & D, 
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2010), una técnica que presenta una mayor sensibilidad y especificidad que la AG (Boeckh & 

Ljungman, 2009). El límite de detección de esta técnica varía entre 25  y 200 copias/ml de ADN 

de CMV, en función del método comercial utilizado y del tipo de muestra empleado para el 

análisis (Boeckh et al., 2004; Solano & D, 2010). Las muestras de sangre total y plasma son las 

que normalmente se usan, sin embargo, este es un tema de gran controversia. Algunos autores 

afirman que las muestras de plasmas tienen una mayor correlación con la replicación del virus, 

ya que, en la determinación de la carga viral en muestras de sangre total, se cuantifica el ADN 

viral  que se encuentra en estado de latencia en los linfocitos presentes en la muestra  (Kalpoe 

et al., 2004; Kulkarni, Wesmoreland, & Fox, 2001); sin embargo, las cargas de CMV medidas en 

sangre total y plasma presentan una gran correlación (Caliendo et al., 2007; Kalpoe et al., 2004; 

Leruez-Ville et al., 2003). Por lo tanto, ambos tipos de muestras pueden utilizarse para la 

detección de infección activa por CMV en estos ensayos (Solano & D, 2010). 

2.2.5) Estrategias para la prevención de la enfermedad por CMV 

 El uso combinado de la monitorización virológica e inmunológica de la infección activa 

por CMV nos permite optimizar e individualizar los tratamientos en los pacientes receptores de 

un alo-TPH. En este sentido, existen dos estrategias para la prevención de la enfermedad por 

CMV. La primera estrategia es la  “profilaxis universal”, según la cual se tratan a todos los 

pacientes receptores de un alo-TPH. Esta profilaxis, aunque ha demostrado ser efectiva en 

impedir el desarrollo temprano de enfermedad por CMV, tiene ciertos inconvenientes. Es una 

estrategia que conduce a una mayor toxicidad por un excesivo uso de los antivirales, mayor 

incidencia de infecciones bacterianas o fúngicas por la neutropenia causada en los pacientes, 

aumenta las probabilidades de desarrollar una resistencia a los antivirales, y aumenta la 

incidencia de enfermedad tardía por CMV, a causa de un retraso en la reconstitución 

inmunitaria (Boeckh et al., 2003; Meijer, Boland, & Verdonck, 2003; Zaia, 2002). Actualmente, 

el tratamiento anticipado (pre-emptive) es la principal estrategia utilizada para prevenir la 

enfermedad orgánica  por CMV. Esta estrategia consiste en la administración del tratamiento 

antiviral tras la detección en sangre (en muestras de plasma de o sangre total) de DNAemia de 

CMV por encima de unos puntos de corte establecidos por cada centro (entre 1000-10000 

copias/ml en muestras de sangre y entre 100-1000 copias/ml para muestras de plasma)(Boeckh 

& Ljungman, 2009; Gimeno et al., 2008). No existe un consenso sobre cuál es la frecuencia 

óptima para realizar la monitorización virológica. Actualmente, se realiza una monitorización 

semanal durante los primeros 100 días postrasplante, y tras este periodo, en las visitas de 

control rutinario (Boeckh et al., 2003; Boeckh & Ljungman, 2009; Zaia, 2002); sin embargo, en 
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los pacientes con un alto riesgo a no desarrollar una reconstitución inmunitaria adecuada de 

células T específicas de CMV, pacientes en tratamiento con corticoides para la EICH, o los 

pacientes que reciben trasplantes de donantes no emparentados, o con HLA incompatible 

(incluidos los receptores de trasplante  de sangre de cordón) la monitorización virológica se 

recomienda una vez a la semana hasta que se produzca la reconstitución inmunitaria (Boeckh 

et al., 2003; Boeckh & Ljungman, 2009). Durante los episodios de infección activa, la 

monitorización de DNAemia de CMV debe aumentarse a 2 veces por semana, especialmente en 

pacientes de riesgo. La duración del tratamiento debe mantenerse un mínimo de 15 días, tras 

el cual, sólo se interrumpirá con la obtención de 1 o 2 determinaciones negativas de DNA de 

CMV (Gimeno et al., 2008). 

2.2.6) Monitorización de la respuesta inmunitaria específica de CMV 

 La reconstitución de la inmunidad celular tras el trasplante es crucial para el control de 

la replicación viral por CMV (Foster, Gottlieb, Sartor, Hertzberg, & Bradstock, 2002; Tormo et 

al., 2010a; Tormo et al., 2011), lo que convierte a la monitorización de la respuesta inmunitaria 

en una estrategia de gran utilidad, tanto en la toma de decisiones terapéuticas como en la 

identificación de pacientes con un alto riesgo de desarrollar una enfermedad orgánica por CMV 

(Ljungman, 2006). Debido a esto, en los pacientes que han sido sometidos a un alo-TPH se 

recomienda combinar la monitorización de la carga viral de CMV con la monitorización 

inmunitaria (Kotton et al., 2010). Actualmente, existen diferentes métodos de laboratorio para 

la cuantificación y tipificación funcional exvivo de linfocitos TCD8+ y TCD4+ específicos de CMV. 

La tinción de citoquinas intracelulares (ICS), y posterior detección por citometría de flujo, es 

una técnica que además de evaluar la capacidad funcional de las células T nos permite conocer 

su estado de diferenciación, mediante el uso de un combinado de anticuerpos monoclonales 

que van a reconocer proteínas intracelulares (IFN-γ y TNF-α entre tras) y de superficie (Tormo 

et al., 2010b; Tormo et al., 2011). El ELISPOT(enzyme-linked immunospot) es otra técnica que, 

también, ha demostrado ser útil para predecir el riesgo a desarrollar una infección activa por 

CMV aunque, a diferencia de la ICS, no diferencia entre TCD8+ y TCD4+ y sólo puede evaluar un 

único marcador funcional (IFN-γ o TNF-α)(Barron et al., 2009).  

La cuantificación de la proteína intracelular IFN-γ ha sido ampliamente utilizada por 

diferentes centros, como marcador de protección de la infección activa de CMV (Ohnishi et al., 

2005; Solano & D, 2010; Tormo et al., 2010b; Tormo et al., 2011); sin embargo, no existe un 

consenso sobre el punto de corte a partir del cual los niveles de IFN-γ se consideran 

protectores. Ohnishi et al. consideran  niveles  protectores de IFN-γ aquellos superiores a 1 
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cel/µl, cuantificados por la técnica ELISPOT (Ohnishi et al., 2005). Para la ICS, se ha demostrado 

que son un buen marcador de protección niveles de IFN-γ > 1.0 cel/µl y > 1.2 cel/µl producidos 

por células TCD8+ y TCD4+, respectivamente (Tormo et al., 2010b; Tormo et al., 2011).  

De las técnicas que determinan la cantidad de IFN-γ, el QuantiFERON®-CMV es el único 

método comercializado y estandarizado (Fleming, Dunne, & Crowley, 2010; Kumar et al., 2009; 

Lochmanova et al., 2010; Walker et al., 2007). El QuantiFERON®-CMV mide los valores de IFN-γ, 

que producen los linfocitos T CD8+ cuando se estimulan in vitro con un cóctel de péptidos 

(n=21) altamente inmunogénicos incluidos en la secuencia de las proteínas del CMV IE-1, IE-2, 

pp65, pp50 y gB, que son presentados por moléculas HLA-I muy comunes (abarcan > 98% de la 

población humana); sin embargo, tiene la desventaja que no mide el IFN-γ que producen las 

células T CD4+. Este método es de gran utilidad en el marco del paciente sometido a un alo-

TPH, como algunos estudios ya lo han demostrado (Fleming et al., 2010). 

Las técnicas que emplean multímeros HLA-péptido, también determinan los linfocitos T 

específicos de CMV (Gratama et al., 2010), pero no informan de la funcionalidad de los 

linfocitos T y están limitadas sólo para algunos haplotipos de HLA humano, no pudiéndose 

aplicar a todos los pacientes (Gratama et al., 2010; Pourgheysari et al., 2009). 

2.2.7) Tratamiento en la infección por CMV 

 Actualmente, disponemos de varios fármacos antivirales para combatir la infección 

activa y la enfermedad orgánica por CMV en pacientes receptores de alo-TPH. Los fármacos de 

elección, ganciclovir (GCV) y valganciclovir (valGCV), son análogos nucleosídicos que inhiben la 

replicación viral de CMV mediante la inhibición de la ADN polimerasa (Prichard & Kern, 2011) . 

Para ello, primero tienen que ser fosforilados en el metabolito activo trifosfato, un proceso que 

se lleva a cabo por las enzimas timidina kinasa (codificada por el gen UL97) y otras kinasas 

celulares (Prichard & Kern, 2011). El valGCV es la forma L-éster valina del GCV, un profármaco 

con una buena biodisponibilidad oral, que ha demostrado ser hasta diez veces mayor que la 

que presenta el GCV (Prichard & Kern, 2011). Tras su administración oral, el valGCV es 

rápidamente absorbido e hidrolizado a GCV (Göhring, Hamprecht, & Gerhard, 2015). Los 

efectos adversos que más frecuentemente se puede observar  asociados al uso de GCV y 

valGCV son la neutropenia, anemia y trombocitopenia (Solano & D, 2010), derivados su 

toxicidad sobre la médula ósea. 

 En la segunda línea de abordaje terapéutico disponemos de antivirales como cidofovir 

(CDV) o foscarnet (FOS), que se administran en los pacientes con una severa neutropenia o  una 

resistencia antiviral a los antivirales de elección (Solano & D, 2010). El CDV es un análogo 
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nucleotídico que, a diferencia de los análogos nucleosídicos, no necesita las enzimas virales 

para llevar a cabo su acción antiviral. CDV es fosforilado directamente por kinasas celulares, y 

actúa como un inhibidor competitivo de la ADN polimerasa del virus. FOS es un fármaco que se 

une directamente a la ADN polimerasa del virus en el lugar de unión del pirofosfato, 

impidiendo la liberación de éste a partir de los desoxinucleósidos trifosfato y la elongación de 

ADN viral. El tratamiento con estos fármacos de segunda línea puede resultar problemático, ya 

que, presentan una limitada biodisponibilidad oral, una potencia intermedia y una alta 

toxicidad (nefrotoxicidad, fundamentalmente) (Lurain & Chou, 2010; Strasfeld & Chou, 2010). 

 Actualmente se están desarrollando nuevos tratamientos antivirales que actúan sobre 

nuevas dianas del ciclo replicativo de CMV, con el fin de tener alternativas terapéuticas de 

menor toxicidad y mayor potencia. Uno de los más prometedores antivirales es el Maribavir, un 

antiviral con  buenas propiedades farmacocinéticas y buena actividad frente a las cepas de 

CMV que presentan resistencias al GCV, cuyo mecanismo de acción se centra en inhibir la 

kinasa viral UL97 (Drew, Miner, Marousek, & Chou, 2006; Prichard & Kern, 2011). Entre los 

nuevos antivirales que actúan inhibiendo la síntesis de ADN de CMV tenemos CMX-001 y 

Cyclopropavir, con una mayor potencia antiviral que los fármacos de primera y segunda línea. 

CMX-001 es un antiviral derivado del CDV que, comparado con éste, tiene mayor actividad 

frente a cepas resistentes a GCV, menor toxicidad y mejor biodisponibilidad oral (Drew et al., 

2006; Dropulic & Cohen, 2010; Prichard & Kern, 2011). De los antivirales con un mecanismo de 

acción más novel está el Letermovir (AIC246), el cual interfiere con el producto derivado del 

gen pUL56, bloqueando el empaquetado de su ADN viral dentro de la cápside del virus 

(Goldner et al., 2011; Lischka et al., 2010). Este nuevo fármaco, además, parece mostrar unas 

buenas características farmacocinéticas, así como, una escasa toxicidad (Lischka et al., 2010). 

 Una posible alternativa al tratamiento con fármacos antivirales, o incluso un 

complemento de esta, es el uso de la transferencia adoptiva de células T CD8+ o CD4+ 

específicas de CMV. Inicialmente, la transferencia adoptiva se realizó en pacientes con riesgo a 

desarrollar enfermedad por CMV mediante la infusión de células T CD8+ (Riddell et al., 1992). 

Aunque en estos pacientes la infusión de células T CD8+ confería protección frente a las 

complicaciones relacionadas con CMV, posteriormente, se observó que los protocolos de 

transferencia adoptiva eran más efectivos cuando se transferían células T CD4+, las cuales 

inducían la expansión de células T CD8+ CTL desde sus precursores (Einsele et al., 2002). Esta 

terapia ha demostrado ser eficaz en el control de aquellos episodios de infección activa por 

CMV que no responden a la terapia antiviral convencional (Crough & Khanna, 2009; Einsele et 

al., 2002; Hakki et al., 2003; Riddell et al., 1992).



                                                                                                                                                                                                           

 
33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3)

 J
u

st
if

ic
ac

ió
n

 y
 o

b
je

ti
vo

s 



   
                                                                                                          

 
34 

 



Justificación y objetivos 
_____________________________________________________________________________ 
                                                                                                                                                                                                           

 
35 

 

 En la actualidad, la mayoría de centros emplean la estrategia del tratamiento antiviral 

anticipado guiado por PCR en tiempo real (monitorización virológica) para prevenir el 

desarrollo de enfermedad orgánica en el alo-TPH. Esta estrategia es muy eficaz, pero tiene 

como efecto indeseado la toxicidad asociada al sobretamiento de los pacientes, de modo que 

es potencialmente mejorable. En este sentido, existen estudios que demuestran que los  

análisis cinéticos de la DNAemia viral en el compartimento sistémico podrían aportar 

información útil en el manejo de la infección activa por el CMV (Emery et al., 2000). Por otra 

parte, tras el trasplante, es de vital importancia  la reconstitución funcional de los linfocitos 

TCD8+ y TCD4+ específicos frente al CMV para controlar la replicación de CMV (Einsele et al., 

2002; Quinnan G. et al., 1982; Reusser et al., 1991; Solano & D, 2010). En este sentido, también 

sería útil conocer si el perfil funcional de los linfocitos TCD8+ tiene alguna influencia en el 

control de la infección viral (Krol et al., 2011; Lacey et al., 2006; Lilleri et al., 2008). Junto con 

los linfocitos T, las células NK podrían desempeñar un papel importante en el control de la 

replicación viral (Barron et al., 2009; Biron, Byron, & Sullivan, 1989; Kuijpers et al., 2008; Solano 

& D, 2010; Venema et al., 1994), especialmente las células NK que expresan un receptor 

activador de lectina tipo C (NKG2C) asociado con la molécula de superficie CD94 (Foley et al., 

2012; Lopez-Verges et al., 2011).  

 El objetivo final de nuestro trabajo, tal y como he señalado con anterioridad, es 

optimar las estrategias de tratamiento antiviral anticipada para la prevención de la enfermeadd 

orgánica en el paciente sometido a trasplante hematopoyético. En el estudio, que se presenta 

como compendio de 4 artículos, perseguimos los siguientes objetivos:  

(i) Determinar el valor de los estudios cinéticos de la DNAemia plasmática  del CMV en el 

manejo de la infección por el CMV en estos pacientes.  

(ii) Analizar la cinética  y funcionalidad de las células T CD8+ específicas de CMV durante 

los episodios de infección activa con objeto de determinar qué perfiles funcionales de 

estas células se asocian a la resolución de los episodios de infección activa.  

(iii) Estudiar las cinéticas y los niveles de las células NK NKG2C (CD56bright/CD16-/low y 

CD56dim /CD16+) durante episodios de DNAemia viral con objeto de determinar qué 

perfiles funcionales de estas células se asocian a la resolución de los episodios de 

infección activa.  

(iv) Evaluar el papel protector de las células NK NKG2C frente al desarrollo de DNAemia 

viral 
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(v) Comparar un  método de ICS desarrollado por nuestro grupo para cuantificar la 

respuesta T CD8+IFNγ+  frente al CMV con el ensayo de QuantiFERON®-CMV, único test 

comercializado a tal efecto.  
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Por orden cronológico, los artículos incluidos en esta tesis doctoral son los siguientes: 

 

Artículo 1 
 

 Dynamics of cytomegalovirus (CMV) plasma DNAemia in initial and recurrent episodes 

of active CMV infection in the allogeneic stem cell transplantation setting: implications for 

designing preemptive antiviral therapy strategies. Beatriz Muñoz Cobo; Carlos Solano; Elisa 

Costa; Dayana Bravo; María Ángeles Clari; Isabel Benet; María José Remigia; Juan Montoro; 

David Navarro. Biology of blood and marrow transplantation: journal of the American Society 

for Blood and Marrow Transplantation. 17 - 11, pp. 1602 - 1613. 11/2011. ISSN 1523-6536 

 

Artículo 2 
 

Functional Profile of Cytomegalovirus (CMV)-Specific CD8þ T Cells and Kinetics of 

NKG2C+NK Cells Associated With the Resolution of CMV DNAemia in Allogeneic Stem Cell 

Transplant Recipients. Munoz-Cobo B, Solano C, Benet, I, Costa E, Remigia M, De la Cámara JN, 

López J, Amat P, García-Noblejas A, Bravo  D, Clari MA, y Navarro D. J.Med.Virol.84:259-

267,2012. 

 

Artículo 3 
 

Performance of the QuantiFERON-Cytomegalovirus (CMV) Assay for Detection and 

Estimation of the Magnitude and Functionality of the CMV-Specific Gamma Interferon-

Producing CD8+T-Cell Response in Allogenic Stem Cell Transplant Recipients.  Clari MA, Munoz-

Cobo B, Solano C, Benet I, Costa E, Remigia M, Bravo  D, Amat P, Navarro, D. Clin.Vaccine 

Inmunol.2012, 19(5):791 

 

Artículo 4 

 

 An Evaluation of the Role of NKG2Cþ Natural Killer Cells in Protection From 

Cytomegalovirus DNAemia Early Following Allogeneic Stem Cell Transplantation. Muñoz-Cobo 

B, Giménez E, Solano C, de la Cámara R, Nieto J, López J, Amat P, Garcia-Noblejas A, Navarro D. 

J Med Virol. 2014 May;86(5):806-11. doi: 10.1002/jmv.23742. 
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4.1) Artículo 1 

 
 

Dynamics of cytomegalovirus (CMV) plasma DNAemia in initial and recurrent episodes of active 

CMV infection in the allogeneic stem cell transplantation setting: implications for designing 

preemptive antiviral therapy strategies. Beatriz Muñoz Cobo; Carlos Solano; Elisa Costa; Dayana 

Bravo; María Ángeles Clari; Isabel Benet; María José Remigia; Juan Montoro; David Navarro. 

Biology of blood and marrow transplantation: journal of the American Society for Blood and 

Marrow Transplantation. 17 - 11, pp. 1602 - 1613. 11/2011. ISSN 1523-6536 
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4.2) Artículo 2 

 
 

Functional Profile of Cytomegalovirus (CMV)-Specific CD8þ T Cells and Kinetics of 

NKG2C+NK Cells Associated With the Resolution of CMV DNAemia in Allogeneic Stem Cell 

Transplant Recipients. Munoz-Cobo B, Solano C, Benet, I, Costa E, Remigia M, De la Cámara JN, 

López J, Amat P, García-Noblejas A, Bravo  D, Clari MA, y Navarro D. J.Med.Virol.84:259-

267,2012. 
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4.3) Artículo 3 

 

Performance of the QuantiFERON-Cytomegalovirus (CMV) Assay for Detection and 

Estimation of the Magnitude and Functionality of the CMV-Specific Gamma Interferon-

Producing CD8+T-Cell Response in Allogenic Stem Cell Transplant Recipients.  Clari MA, Munoz-

Cobo B, Solano C, Benet I, Costa E, Remigia M, Bravo  D, Amat P, Navarro, D. Clin.Vaccine 

Inmunol.2012, 19(5):791 
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4.4) Artículo 4 

 
 

An Evaluation of the Role of NKG2Cþ Natural Killer Cells in Protection From Cytomegalovirus 

DNAemia Early Following Allogeneic Stem Cell Transplantation.  Muñoz-Cobo B, Giménez E, 

Solano C, de la Cámara R, Nieto J, López J, Amat P, Garcia-Noblejas A, Navarro D. J Med Virol. 

2014 May;86(5):806-11. doi: 10.1002/jmv.23742. 

Epub 2013 Sep 16. PubMed PMID: 24105728. 
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En virtud del artículo 7.2 del Reglamento sobre depósito, evaluación y defensa de la 

tesis doctoral, se presentan a continuación los resúmenes de los 4 artículos compendiados en 

esta tesis doctoral. 

5.1) Resumen artículo 1 

Título: 

 Dynamics of cytomegalovirus (CMV) plasma DNAemia in initial and recurrent episodes 

of active CMV infection in the allogeneic stem cell transplantation setting: implications for 

designing preemptive antiviral therapy strategies. Beatriz Muñoz Cobo; Carlos Solano; Elisa 

Costa; Dayana Bravo; María Ángeles Clari; Isabel Benet; María José Remigia; Juan Montoro; 

David Navarro. Biology of blood and marrow transplantation: journal of the American Society 

for Blood and Marrow Transplantation. 17 - 11, pp. 1602 - 1613. 11/2011. ISSN 1523-6536. 

Introducción: 

 El tratamiento antiviral anticipado ha sido adoptado, por la mayoría de centros que 

realizan trasplantes, como estrategia de elección en la prevención de la enfermedad orgánica 

por CMV (Solano & D, 2010). En condiciones normales, el tratamiento antiviral se inicia cuando 

los niveles de DNAemia de CMV alcanzan un umbral determinado (entre 1000-10000 copias/ml 

en sangre total o 100-10000 copias/ml en plasma) (Boeckh & Ljungman, 2009; Solano & D, 

2010). En algunos centros, el punto de corte de la DNAemia de CMV se puede estratificar en 

función del riesgo individual de cada paciente a desarrollar enfermedad por CMV (Boeckh & 

Ljungman, 2009), y alternativamente, cuando se documente un aumento de la DNAemia de 

CMV entre 2 determinaciones consecutivas (Boeckh & Ljungman, 2009; Gimeno et al., 2008; 

Halfon et al., 2011). En receptores de alo-TPH, el análisis de la dinámica de replicación de CMV 

durante la infección activa es una herramienta útil para predecir la aparición de enfermedad 

orgánica por CMV y la mortalidad directamente atribuible, la aparición de episodios 

recurrentes, y la cinetica de CMV en respuesta al tratamiento antiviral (Avetisyan, Aschan, 

Hagglund, Ringden, & Ljungman, 2007; Buyck, Griffiths, & Emery, 2010; Emery et al., 2000; Gor 

et al., 1998; Stachel, Kirby, Corey, & Boeckh, 2008; Torre-Cisneros et al., 2010). 
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Objetivos: 

 Determinar la utilidad del estudio de la cinética de la DNAemia plasmática en el manejo 

de la infección por el CMV en el paciente receptor de un  alo-TPH 

  Investigar el efecto de las condiciones pretrasplante y clínicas de los pacientes  sobre la 

cinética de aclaramiento de la DNAemia viral en los episodios primarios y recurrentes de 

infección activa viral. 

Metodología: 

 Se llevó a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se incluyeron 59 

pacientes sometidos a un alo-TPH sin depleción de células T, entre enero de 2009 y marzo de 

2011, atendidos en el Hospital Clínico Universitario de Valencia. 

 La monitorización virológica de la infección por CMV, se realizó usando un kit de PCR 

para CMV de Abbott (Gimeno et al., 2008) capaz de cuantificar de manera fiable, según nuestra 

experiencia, cargas de DNA de CMV > 10 copias/ml (Chilet et al., 2010). La infección por CMV 

fue monitorizada semanalmente, durante los primeros 120 días postrasplante, y 

posteriormente, en cada visita programada. Durante los episodios de infección activa por CMV 

la monitorización virológica se realizó dos veces a la semana, aunque no en todos los pacientes. 

El tratamiento anticipado se inició con valGCV oral (900 mg/12 h) ó GCV i.v. (5 mg/kg/12 h) ó 

FOS i.v. (60 mg/kg/12h), tras la detección de > 500 copias/ml de DNA de CMV en plasma. El 

tratamiento anticipado se retiró tras dos resultados negativos consecutivos de la PCR, 

obtenidos con una diferencia de 3-7 días. Todos los pacientes con anticuerpos frente a virus 

herpes simplex (VHS) recibieron profilaxis con aciclovir (ACV), hasta que se estabilizó el injerto 

de células hematopoyéticas (alrededor del día +30 postrasplante). 

La infección activa por CMV se diagnosticó tras la detección de cualquier nivel de DNA 

de CMV en 1 o más muestras de plasma. De los episodios en los que sólo existía 1 muestra 

positiva, se consideraron episodios reales aquellos en los que el análisis de diferentes alícuotas 

de la misma muestra daban un resultado positivo. Para el análisis de los datos, el inicio y el final 

de un episodio fueron definidos por la primera PCR positiva (cualquier valor de carga viral) y el 

primer resultado negativo, respectivamente. Sólo se consideraron verdaderos aumentos de 

carga de DNA de CMV a aquellos ≥ 3 veces los niveles basales, ya que, estos valores están por 

encima de la variabilidad intraensayo de la prueba de PCR utilizada (aproximadamente 0.2 log10 

para cargas bajas de DNA de CMV) (Boeckh & Ljungman, 2009). Se definieron como episodios 

recurrentes de infección activa aquellos que aparecieron al menos 15 días después del final del 
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episodio anterior. La enfermedad orgánica por CMV se diagnosticó y trató según las 

indicaciones previamente publicadas (Ljungman et al., 2002). 

El ratio de replicación viral se calculó con el tiempo de duplicación (dt) de CMV, para lo 

cual se tuvieron en consideración los 2 primeros resultados positivos de PCR en ausencia de 

tratamiento antiviral (Tormo et al., 2009). Para el cálculo del dt se utilizó la fórmula dt = (t2-t1) 

x log (2)/log (q2/q1), la cual asume un ratio de crecimiento constante que ocurre durante la 

fase inicial de la replicación. Los cálculos del dt sólo se realizaron en aquellos episodios en los 

que el aumento de DNAemia de CMV, entre la primera y la segunda determinación positiva, era 

≥ 3 veces. La cinética de aclaramiento de la carga de DNA de CMV, expresada con la ecuación yt 

= y0e-kt, siguió una cinética logarítmica en la mayoría de los episodios que recibieron 

tratamiento, pero sólo en unos pocos episodios que resolvieron solos (Buyck et al., 2010; 

Emery, Cope, Bowen, Gor, & Griffiths, 1999; Humar, Kumar, Boivin, & Caliendo, 2002). Un valor 

de 9 copias/ml, se asignó arbitrariamente para las muestras de plasma con una carga de DNA 

de CMV indetectable. La vida media de la carga de DNA de CMV se calculó usando la ecuación 

ln 2/k. 

El análisis estadístico se llevó a cabo con ayuda del paquete estadístico SPSS, versión 

17.0. Las comparaciones se llevaron a cabo usando el test chi-cuadrado para variables 

categóricas y el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney o el test de Wilcoxon para los 

datos continuos no apareados y apareados, respectivamente. Los valores de P que se aportaron 

son los de la exacta bilateral. Se consideraron estadísticamente significativos aquellos valores 

de P < 0.05. 

Conclusión: 

 El análisis de las cinéticas de DNAemia por CMV no nos permitieron identificar 

consistentemente los episodios de infección activa viral que presentaron una respuesta 

retrasada al tratamiento antiviral. 

Las condiciones pretrasplante y clínicas postrasplante del paciente no influyen 

significativamente el la cinética de DNAemia plasmática en epislodios iniciales o recurrentes de 

infección activa viral. 
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5.2) Resumen artículo 2 

Título: 

Functional Profile of Cytomegalovirus (CMV)-Specific CD8þ T Cells and Kinetics of NKG2C+NK 

Cells Associated With the Resolution of CMV DNAemia in Allogeneic Stem Cell Transplant 

Recipients. Munoz-Cobo B, Solano C, Benet, I, Costa E, Remigia M, De la Cámara JN, López J, 

Amat P, García-Noblejas A, Bravo  D, Clari MA, y Navarro D. J.Med.Virol.84:259-267,2012. 

Introducción: 

 El control de la replicación de CMV en los pacientes alo-trasplantados depende 

fundamentalmente de la reconstitución de las células T específicas de CMV (Einsele et al., 2002; 

Quinnan G. et al., 1982; Reusser et al., 1991; Solano & D, 2010). Existen indicios que 

demuestran que las células TCD8+ y TCD4+, con múltiples funciones efectoras (polifuncionales), 

son cruciales en el control de la infección viral aguda y crónica (Harari et al., 2006). Hasta el 

momento, no existe mucha información sobre la influencia del perfil de las células funcionales 

T CD8+ específicas de CMV en la resolución y protección de infecciones activas por CMV, en el 

marco del trasplante de alogénico de células madre (Krol et al., 2011; Lacey et al., 2006; Lilleri 

et al., 2008; Zhou et al., 2009). 

 Las células NK también tienen un papel muy importante en el control de la replicación 

viral de CMV (Barron et al., 2009; Biron et al., 1989; Kuijpers et al., 2008; Solano & D, 2010; 

Venema et al., 1994), en concreto aquellas que expresan un receptor activador de lectina tipo C 

(NKG2C) asociado con la molécula de superficie CD94 (Guma et al., 2004; Guma et al., 2006; 

Kuijpers et al., 2008). En función del fenotipo y sus funciones, se definen dos subpoblaciones de 

células NK: células NK CD56bright/CD16-/low, que producen citoquinas como IFN-γ y TNF-β pero 

que expresan bajas cantidades de perforina, y las células NK CD56dim CD16+, que son altamente 

citotóxicas (Caligury, 2008). 

Objetivo: 

 Analizar la cinética de las células T CD8+ específicas de CMV (pp65/IE-1), 

monofuncionales y polifuncionales, y de las células NK (CD56bright/CD16-/low   y CD56dim/CD16+) 

durante los episodios de DNAemia de CMV en pacientes receptores de trasplante alogénico de 

precursores hematopoyéticos. 
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Metodología: 

Se llevó a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se incluyeron 13 

pacientes receptores de trasplante alogénico de células madre atendidos en el Hospital Clínico 

Universitario de Valencia, entre abril y octubre del año 2010. 

La monitorización virológica de la infección por CMV se realizó mediante una prueba de 

PCR  a tiempo real en muestras de plasma (Gimeno et al., 2008; Tormo et al., 2011). Los 

pacientes que desarrollaron episodios de infección activa se trataron de forma anticipada con 

valGCV oral (900 mg/12 h) ó GCV i.v. (5 mg/kg/12 h) ó FOS i.v. (60 mg/kg/12h) tras la detección 

de > 500 copias/ml de DNA de CMV en plasma. El tratamiento anticipado se retiró tras la 

obtención de dos resultados de PCR negativos de forma consecutiva. 

La cuantificación del número total de células células TCD8+  productoras de IFN-γ (T 

CD8+ IFN-γ+) específicas de CMV y la selección de células T CD8+ IFN-γ+ bifuncionales (IFN-

γ/Factor de necrosis tumoral alfa [TNF-α] y IFN-γ/CD107a) y trifuncionales (IFN-γ/ TNF-α 

/CD107a), se realizó mediante la tinción de citoquinas intracelulares. Para ello, se estimularon 

simultáneamente 0.5 ml de sangre entera heparinizada con dos sets de pentadecapéptidos (15-

meros) solapados, que abarcan las secuencias completas de las proteínas pp65 e IE-1 de CMV, 

en presencia de anticuerpos monoclonales co-estimulantes frente a CD28 y CD49d, un 

anticuerpo frente a CD107a marcado con aloficocianina, y monensina durante 6 horas a 37 ᵒC. 

Posteriormente, las células se lavaron, lisaron, y tiñeron las moléculas de superficie con 

anticuerpos marcados (anti-CD8-PerCP-Cy5.5 y anti-CD3-APC-Cy7). Una vez teñidas las 

moléculas de superficie, las células se permeabilizaron, lavaron, y finalmente se tiñeron las 

citoquinas intracelulares con anticuerpos marcados (anti-IFNγ-FITC, y anti- TNF-α-PE). Las 

células se almacenaron en una solución de paraformaldehido al 1%, y se analizaron en las 4 

horas siguientes con un citómetro de flujo. Como controles negativos se procesaron muestras 

sin estimulación peptídica, que se analizaron en paralelo en todos los ensayos. El número total 

de células T CD8+ de cada subpoblación, se calculó multiplicando el porcentaje correspondiente 

de células T específicas de CMV  por el recuento absoluto de linfocitos T CD8+. Las respuestas 

fueron consideradas específicas para valores > 0.1% en todos los tipos de células (Solano et al., 

2008; Tormo et al., 2010a; Tormo et al., 2010b).  

La inmunofenotipificación de las células NK se realizó en muestras de sangre total con 

EDTA en un citómetro de flujo. Todos los análisis se realizaron con una combinación de 

anticuerpos monoclonales (CD3-PerCP, CD16-FITC, CD56-APC y NKG2C-PE), para seleccionar 

específicamente las poblaciones de células NK  CD3-/ NKG2C+/ CD56bright/ CD16- o CD3-/ 
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NKG2C+/ CD56dim/ CD16+. El número absoluto de cada subpoblación de células NK se calculó 

multiplicando el porcentaje correspondiente de la subpoblación de células NK por el recuento 

absoluto de linfocitos.   

Los análisis inmunológicos se realizaron en diferentes momentos de la infección activa 

por CMV: en el momento del primer resultado de PCR positiva, durante el curso de la DNAemia 

por CMV, en el momento de aclaramiento de la DNAemia (1ª o 2ª PCR negativa), y varias veces 

después de la resolución del episodio. 

El análisis estadístico se llevó a cabo con ayuda del paquete estadístico SPSS, versión 

17.0. Las diferencias entre las medianas se compararon con el test de la U de Mann-Whitney. El 

test del coeficiente de Spearman se empleó para el análisis de la correlación entre variables 

continuas. Los valores de P que se aportaron son los de la exacta bilateral. Se consideraron 

estadísticamente significativos aquellos valores de P < 0.05. 

Conclusión: 

 La expansión de las células T CD8+ mono y polifuncionales, T CD4+, y de las dos 

subpoblaciones de células NK NKG2C+ analizadas se asocian con la resolución de los episodios 

de DNAemia de CMV en el marco del alo-TPH. 
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5.3) Resumen artículo 3 

Título: 

Performance of the QuantiFERON-Cytomegalovirus (CMV) Assay for Detection and 

Estimation of the Magnitude and Functionality of the CMV-Specific Gamma Interferon-

Producing CD8+T-Cell Response in Allogenic Stem Cell Transplant Recipients.  Clari MA, Munoz-

Cobo B, Solano C, Benet I, Costa E, Remigia M, Bravo  D, Amat P, Navarro, D. Clin.Vaccine 

Inmunol.2012, 19(5):791 

 

Introducción: 

 La evaluación de la magnitud y la funcionalidad de la inmunidad de células T frente a 

CMV está emergiendo como una herramienta útil en el marco del alo-TPH (Ljungman, 2006; 

Solano & D, 2010). Esta monitorización inmunológica de células T CD8+ o CD4+ específicas de 

CMV nos podría permitir optimizar los regímenes de tratamiento antiviral anticipado 

individualmente, así como, identificar a los pacientes que podrían beneficiarse de otras 

estrategias de tratamiento, como la profilaxis antiviral o la trasferencia adoptiva (Avetisyan et 

al., 2007; Ljungman, 2006; Solano & D, 2010). Actualmente, la citometría de flujo, para 

determinación de inmunofenotipos de superficie y de citoquinas intracelulares, es el “Gold 

standard” para la caracterización funcional de la respuesta inmunitaria de células T (Solano & 

D, 2010). Esta prueba predice de forma fiable la protección a desarrollar una DNAemia por 

CMV  en receptores de alo-TPH, y ha sido utilizada como una nueva estrategia para guiar en el 

tratamiento antiviral anticipado mediante la combinación de la monitorización virológica e 

inmunológica (Solano et al., 2011). 

 El ensayo QuantiFERON®-CMV es un test comercial que permite inferir el tamaño de la 

repuesta de células T específicas de CMV. Para ello, se cuantifica el IFNƔ producido tras la 

estimulación de  muestras de sangre completa con un cocktail de péptidos inmunogénicos 

presentes en la secuencia de las proteínas virales IE-1, IE-2, pp65, pp50 y gB, los cuales se 

encuentran restringidos para varios haplotipos HLA-I comunes en la población (Walker et al., 

2007). Hasta el momento, el QuantiFERON®-CMV sólo ha sido evaluado en el marco del 

trasplante de órgano sólido (TOS). Recientemente, se ha comenzado a aportar información 

sobre la idoneidad de este ensayo en la monitorización de la respuesta de células T CD8+ IFNγ+ 

en pacientes receptores de alo-TPH (Fleming et al., 2010).  
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Objetivo: 

 Comparar el ensayo de QuantiFERON®-CMV con nuestro método de tinción de 

citoquinas intracelulares para la detección y cuantificación de respuestas celulares T CD8+ IFNγ+ 

específicas de CMV en receptores de alo-TPH. 

Metodología: 

 Se llevó a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se analizaron 90 

muestras de sangre total obtenidas de 23 pacientes receptores de alo-TPH, entre febrero de 

2010 y junio de 2011, atendidos en el Hospital Clínico Universitario de Valencia. 

 La detección del estatus serológico de los donantes y los receptores se realizó mediante 

la determinación de anticuerpos IgG frente a CMV con el test de Diasorin Liaison.  

La monitorización virológica de la infección por CMV se realizó mediante la 

cuantificación de ADN de CMV por una prueba de PCR a tiempo real en muestras de plasma 

(Gimeno et al., 2008; Tormo et al., 2011). 

La cuantificación del número total de células T CD8+ IFN-γ+ específicas de CMV, y la 

selección de células T CD8+ IFN-γ+ bifuncionales (IFN-γ/TNF-α y IFN-γ/CD107a) y trifuncionales 

(IFN-γ/ TNF-α /CD107a) se llevó a cabo por citometría de flujo para detección de citoquinas 

intracelulares teñidas, como se ha descrito en el artículo 2 de la presente tesis doctoral. 

 El ensayo de QuantiFERON®-CMV se realizó según las instrucciones del fabricante. Una 

alícuota de 1 ml de sangre total se recolectó en los 3 tubos de recogida de QuantiFERON®-CMV: 

el tubo de antígenos de CMV, el tubo del control nulo y el tubo del mitógeno. Durante 5 

segundos los tubos se agitaron vigorosamente y se incubaron de 18-24 horas a 37ᵒC. Tras 

centrifugación, se recolectó el plasma, y los niveles de IFN-γ se midieron mediante la técnica de 

inmunoanálisis ELISA. Para cada ensayo se realizó una curva patrón. Los resultados del ensayo 

se interpretaron según las recomendaciones del fabricante: (i) No reactivo para valores < 0,2 

IU/ml (antígenos del CMV menos el control nulo) y ≥ 0,5 IU/ml (mitógeno menos el control 

nulo) (ii) Reactivo para valores ≥ 0,2 IU/ml (antígenos del CMV menos el control nulo) y 

cualquier valor de mitógeno menos el control nulo (iii) Indeterminado para valores < 0,2 IU/ml 

(antígenos del CMV menos el control nulo) y < 0,5 IU/ml (mitógeno menos el control nulo). De 

acuerdo con el fabricante, los resultados indeterminados no se interpretaron. 

El análisis estadístico se llevó a cabo con ayuda del paquete estadístico SPSS, versión 

17.0. Las diferencias entre las medianas se compararon con el test de la U de Mann-Whitney. El 
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test del coeficiente de Spearman se empleó para el análisis de la correlación entre variables 

continuas. Los valores de P que se aportaron son los de la exacta bilateral. Se consideraron 

estadísticamente significativos aquellos valores de P < 0.05. 

Conclusión: 

 El ensayo de QuantiFERON-CMV, aunque menos sensible que la ICS, se correlaciona 

bien con éste y permite estimar la polifuncionalidad de la respuesta de  células T CD8+IFN-γ+ 

específicas de CMV. 
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5.4) Resumen artículo 4 

 

Título: 

 An Evaluation of the Role of NKG2C+ Natural Killer Cells in Protection From 

Cytomegalovirus DNAemia Early Following Allogeneic Stem Cell Transplantation. Muñoz-Cobo 

B, Giménez E, Solano C, de la Cámara R, Nieto J, López J, Amat P, Garcia-Noblejas A, Navarro D. 

J Med Virol. 2014 May; 86(5):806-11. doi: 10.1002/jmv.23742. Epub 2013 Sep 16. PubMed 

PMID: 24105728. 

 

Introducción: 

 La protección frente a la infección activa por CMV en pacientes receptores de alo-TPH 

depende fundamentalmente de una reconstitución adecuada de células funcionales TCD8+ y 

TCD4+ específicas de CMV (Solano & D, 2010). Tras un trasplante alogénico de células madre, 

las células NK se recuperan muy pronto y su funcionalidad no se ve afectada por los 

tratamientos inmunosupresores usados contras las células T (Seggewiss & Einsele, 2010). Por lo 

tanto, es posible que las células NK contribuyan en la protección  frente al desarrollo de 

DNAemia temprana por CMV. En el marco del paciente sometido a un alo-TPH, las poblaciones 

de células NK asociadas con el aclaramiento de la viremia son aquellas que expresan los 

receptores NKG2C, junto con la molécula de superficie CD94 (Foley et al., 2012; Lopez-Verges 

et al., 2011; Munoz-Cobo, Solano et al., 2012).  

 

Objetivo: 

 Estudiar si los niveles en sangre periférica de las poblaciones de células NK NKG2C+ 

CD56bright/CD16-/low y NKG2C+ CD56dim/CD16+ permiten predecir la protección frente a la 

DNAemia del CMV en pacientes sin  respuesta de células T productoras de IFN-γ detectable. 

 

Metodología: 

Se llevó a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se incluyeron un total de 

36 pacientes, incluidos en una cohorte de 112 pacientes reclutada entre los años 2010-2012, 

sometidos a un alo-TPH en los siguientes hospitales: Hospital Clínico Universitario de Valencia, 

Hospital La Princesa de Madrid, Hospital Morales Meseguer de Murcia, y Hospital Ramón y 
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Cajal de Madrid. Los pacientes se seleccionaron según los siguientes criterios de inclusión: (i) 

Serología positiva frente a CMV  del donante, receptor, o ambos; (ii) Tener una respuesta 

indetectable de células TCD8+ monofuncionales (IFN-Ɣ, TNF-α, y CD107a), bifuncionales (IFN-

Ɣ/TNF-α, IFN-Ɣ/CD107a, y TNF-α/CD107a), y trifuncionales (IFN-Ɣ/TNF-α/CD107a) frente a las 

proteínas específicas de CMV pp65 e IE-1 y de células TCD4+ IFN-Ɣ+ en el momento de la 

primera determinación para la monitorización inmunológica (alrededor del día + 30 

postrasplante); (iii) Ausencia de DNAemia de CMV detectable antes de la primera muestra para 

la monitorización inmunológica. 

La monitorización virológica de la infección activa por CMV se llevó a cabo mediante 

una PCR a tiempo real en muestras de plasma (Tormo et al., 2011). Los pacientes que 

desarrollaron episodios de infección activa se trataron de forma anticipada con valGCV oral 

(900 mg/12 h) ó GCV i.v. (5 mg/kg/12 h) ó FOS i.v. (60 mg/kg/12h), tras la detección de > 500 

copias/ml de DNA de CMV en plasma. El tratamiento anticipado se retiró tras la obtención de 

dos resultados de PCR negativos de forma consecutiva.  

La monitorización inmunológica se realizó mediante la cuantificación de las células T 

CD8+ monofuncionales (IFN-γ, TNF-α, y CD107a), bifuncionales (IFN-γ/TNF-α y IFN-γ/CD107a), 

trifuncionales (IFN-γ/ TNF-α /CD107a), y las células TC4+ IFN-γ+ específicas de las proteínas 

pp65 e IE-1 de CMV (Tormo et al., 2011). Además, se realizó la inmunofenotipificación de las 

células NK en muestras de sangre total con EDTA. Los procesos de cuantificación de células T y 

la inmunofenotipificación de las células NK se llevaron a cabo los días +30 y +60 mediante 

citometría de flujo, como se describe en el artículo 2 de la presente tesis doctoral. 

El análisis estadístico se llevó a cabo con la ayuda del paquete estadístico SPSS, versión 

20.0. Las comparaciones para variables continuas no apareadas se realizaron con el test no 

paramétrico de la U de Mann-Whitney, y con el test de Fisher para variables categóricas. El test 

del coeficiente de Spearman se empleó para analizar la correlación entre variables continuas. 

Los valores de P < 0.05 se consideraron estadísticamente significativos.  

 

Conclusión: 

          No existe una implicación directa de las células NK NKG2C+ en la prevención del desarrollo 

de DNAemia de CMV, o en la modulación de la magnitud de la replicación de CMV, en estadios 

tempranos de la infección activa en pacientes receptores de alo-TPH en los que no se detecta 

una respuesta de células T detectable frente a las proteínas pp65 e IE-1 específicas de CMV. 
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Los resultados de los 4 artículos incluidos en la tesis doctoral se exponen a continuación en 

orden cronológico: 

Artículo 1 

 Un total de 40 pacientes (67.7%), de los 59 incluidos en el estudio, desarrollaron 1 o más 

(n=19) episodios de DNAemia por CMV durante el periodo de estudio. De estos 19 pacientes, 3 

desarrollaron más de 2 episodios (se detectaron 63 episodios en total). Los pacientes fueron 

monitorizados una mediana de 220 días. 

 Los episodios iniciales de DNAemia de CMV en plasma se detectaron con una mediana 

de 30 días postrasplante. Veintitrés de los 40 episodios (57%) se resolvieron espontáneamente. 

De estos, 19 episodios tuvieron más de una muestra positiva por PCR. Doce de los 17 episodios 

restantes aclararon su DNAemia tras la instauración del tratamiento antiviral. La mediana de 

tiempo para la primera determinación de DNA de CMV positiva no fue significativamente 

diferente para los episodios que se resolvieron solos respecto a los que necesitaron 

tratamiento antiviral (P = 0.930). La carga de DNA de CMV disminuyó rápidamente tras la 

administración del tratamiento antiviral en 5 episodios (episodios tipo A), sin embargo, en 12 

episodios la carga de DNA de CMV  aumentó durante las 2-3 semanas posteriores al inicio del 

tratamiento, tras lo cual disminuyó progresivamente (episodios tipo B). Cinco de los episodios 

que recibieron tratamiento (tipo B) permanecieron activos en el momento de la muerte de los 

pacientes. La duración de la DNAemia por CMV fue significativamente más corta en los 

episodios que resolvieron solos que en los recibieron tratamiento (P = 0.001), 

independientemente de si estos eran tipo A (P = 0.022) o tipo B (P = 0.001). La duración de los 

episodios tipo B fue mayor que los de tipo A, aunque no tuvieron diferencias estadísticamente 

significativas (P = 0.432) (Tabla 2). 

En la mayoría de los episodios que se resolvieron solos (15 de 19 episodios con > 1 resultado 

de PCR positivo) se observaron fluctuaciones o niveles estables de carga de DNA de CMV (diferencia 

media entre las muestras < 0.2 log10  copias/ml) hasta el momento de su resolución. En los 4 episodios 

restantes, la carga de DNA de CMV disminuyó siguiendo una función exponencial (Figura 1). La 

velocidad de eliminación (k) de la carga de DNA de CMV en estos episodios fue menor que en los 

episodios que recibieron tratamiento, aunque no se alcanzó significación estadística (P = 0.297). En 

consecuencia, la mediana de la vida media de la DNAemia de CMV  fue menor en los episodios tratados 

que en los que resolvieron solos (P = 0.304). Los episodios tipo A mostraron una mediana de k mayor 

que en los episodios tipo B (P = 0.422). Por lo que, la mediana de la vida media de la DNAemia de CMV  

fue más corta en los episodios tipo A que en los episodios tipo B (P = 0.287). 
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 En el análisis de las cinéticas tempranas de DNAemia de CMV, la mediana del valor de la carga 

inicial de DNA de CMV (primera PCR positiva) fue significativamente más baja (P = 0.001) en los     

episodios que resolvieron solos que en los que recibieron tratamiento. Los episodios tipo A y tipo B 

tuvieron cargas iniciales de DNA de CMV comparables (P = 0.62). A pesar de estos resultados, es difícil 

establecer un punto de corte del valor de la carga inicial que prediga la cinética que seguirá la DNAemia 

de CMV, debido a la existencia de un alto grado de solapamiento. 

 En la comparación de los valores de las cargas iniciales de DNA de CMV (1ª PCR positiva) con 

las medidas poco tiempo después (2ª PCR positiva), no se observaron variaciones significativas (< 3 

veces) en 17 de los 19 episodios que resolvieron solos (Figura 2A y 2B). Un aumento significativo (≥ 3 

veces), de los valores de las cargas de DNA de CMV, se observaron en 3 de 5 episodios tipo A y en 10 de 

12 episodios tipo B (Figura 2C). Por lo tanto, los valores de sensibilidad, especificidad, VPP, y VPN para 

este criterio de identificación de aquellos episodios que necesitaron tratamiento antiviral fueron 76.4%, 

89.4%, 86.6%, y 80,9%, respectivamente. En los 2 episodios restantes que se resolvieron solos, se 

registró un aumento significativo entre la carga inicial de DNA de CMV y el segundo valor positivo. En 

estos, los dt de CMV fueron ligeramente más altos (2,77 y 3.18) que en los episodios que se trataron  

(mediana de 2.18; rango: 1.04-8.76). El dt de CMV fue mayor para los episodios tipo A que para los tipo 

B, aunque no se alcanzaron diferencias estadísticamente significativas (P = 0.160). Además, la mediana 

de la carga de DNA de CMV en el inicio de tratamiento anticipado no fue significativamente diferente 

entre los episodios tipo A y tipo B (P = 0.743).  

 No se observó una mayor tendencia a experimentar episodios de DNAemia por CMV, que 

necesitaran tratamiento antiviral, en pacientes receptores de sangre de cordón, receptores de injertos 

HLA no compatibles, pacientes con un acondicionamiento mieloablativo o  pacientes en el tratamiento 

para la profilaxis de EICH reciebieron MMF o prednisona. Receptores de alo-TPH con serología frente a 

CMV D+/R+ desarrollaron con mayor frecuencia episodios que se resolvieron solos, que los pacientes 

con serología D-/R+ o D+/R- , aunque, no se alcanzaron diferencias estadísticamente significativas. Del 

mismo modo, se observó una mayor tendencia a tener episodios que requerían tratamiento antiviral 

en pacientes con diagnóstico previo de EICH grado II-IV. Los pacientes tratados con rapamicina, como 

parte del régimen de profilaxis de EICH, tuvieron episodios tratados con menor frecuencia que con 

otras combinaciones de fármacos inmunosupresores. 

 Doce de los 23 pacientes (52.1%) con un primer episodio de infección activa por CMV que 

resolvió sin tratamiento, desarrollaron un episodio recurrente de infección activa por CMV durante el 

primer año postrasplante. Estos 12 episodios se resolvieron solos, sin tratamiento. La incidencia de 

aparición de episodios recurrentes de DNAemia de CMV, en pacientes con episodios previos resueltos 

con tratamiento (7 de 17, 42%), fue comparable a la de aquellos que se resolvieron solos (P = 0.905). 
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Tres, de estos 7 episodios, necesitaron tratamiento antiviral (2 tipo B y 1 tipo A). La frecuencia de 

aparición de episodios recurrentes en los episodios tipo A y B fue la misma (P = 1.0). La duración de los 

episodios tratados fue mayor que los que se resolvieron solos, aunque, no se alcanzaron diferencias 

estadísticamente significativas.  

 Igual que ocurrió en los primeros episodios de infección activa, la carga inicial de DNA de CMV 

en los episodios recurrentes fue significativamente mayor en los episodios que resolvieron solos que en 

los que recibieron tratamiento, aunque de nuevo, se observó un alto grado de solapamiento. Sin 

embargo, en los episodios recurrentes, las variaciones de carga de DNA de CMV, entre la primera y la 

segunda PCR positiva, no nos permitieron discriminar los episodios que resolvieron solos (0 de 9) 

(Figura 3A) de los que necesitaron tratamiento (1 de 3) (Figura 3B). Las cinéticas de aclaramiento de 

DNAemia de CMV en los episodios recurrentes resueltos de forma espontánea no disminuyeron 

siguiendo una función exponencial. 

 Se observó una mayor tendencia a la aparición de episodios recurrentes de DNAemia por CMV 

en pacientes con serologías D-/R+ para CMV, receptores de injerto no relacionado/incompatible y en 

pacientes cuya fuente de células madre fue la sangre de cordón umbilical (SCU). Sin embargo, las 

diferencias no fueron estadísticamente significativas (Tabla 5).  

 Dos pacientes desarrollaron enfermedad orgánica por CMV (enteritis), durante los primeros 

100 días tras el trasplante. Ambos recibieron trasplantes no relacionados/HLA-incompatibles, de células 

madre de sangre periférica (SP), con un acondicionamiento del trasplante no mieloablativo (fludarabina 

más melfalan), y ciclosporina A y metrotexato, como tratamiento profiláctico de la  EICH. El serostatus 

de ambos pacientes frente a CMV fueron D+/R+ y D-/R+. Las cargas iniciales de DNAemia de CMV, para 

los dos pacientes, fueron bajas (91 y 28 copias/ml). Un aumento significativo de la carga de DNA de 

CMV antes del inicio del tratamiento antiviral se observó en unos de estos episodios (dt = 2.5 días). Los 

dos episodios (tipo B) se trataron con GCV i.v. y tuvieron una duración de 102 y 87 días, 

respectivamente. El pico de DNAemia se alcanzó a los días + 21 (66,329 copias/mL) y +30 (35,431 

copias/mL), respectivamente, después de la primera PCR positiva. Ambos pacientes desarrollaron un 

episodio recurrente de DNAemia por CMV. 

 

Artículo 2 
  

 Se  analizaron un total de 13 episodios de infección activa de CMV, que se desarrollaron con 

una mediana de 63 días (rango: 2-370 días) tras el trasplante (Tabla 3). De estos 13 episodios 5 (HCU 1-

5) se resolvieron en ausencia de tratamiento antiviral, 5 se resolvieron con tratamiento antiviral (HCU 6-

10), y  3 continuaban con la infección activa  por CMV  en el momento de su muerte (2 murieron por 

EICH y el otro por una recaída de la enfermedad subyacente) a pesar de la administración del 



Resultados 
_________________________________________________________________________________ 
                                                                                                          

 
96 

tratamiento antiviral (HCU 11-13). Los pacientes HCU 1, 3, 8, y 11 tuvieron previamente uno o más 

episodios de DNAemia por CMV. Los pacientes HCU 11 y 13 llevaban tratamiento con corticoesteroides 

(≥ 1 mg/kg/día) en el momento de la DNAemia de CMV. Ningún paciente desarrolló enfermedad 

orgánica por CMV durante el periodo de estudio.  

 En los 13 episodios de estudiaron la cinética de las poblaciones celulares T CD8+ mono y 

polifuncionales específicas frente a las proteínas pp65 e IE-1 de CMV. Se analizaron un total de 70 

muestras, con una mediana por paciente de 5 muestras y un rango de 3-9 muestras (Tabla 3). En 4 de 

los 5 episodios que se resolvieron solos (HCU-1, 2, 3, 5) se apreció un aumento sustancial de al menos  2 

poblaciones  de células T CD8+ monofuncionales, y  de todas las poblaciones bifuncionales y 

trifuncionales en el momento de la resolución de la DNAemia de CMV. En todos estos casos se 

desarrolló una importante expansión de células T CD8+ con potencial citotóxico. Sólo en uno de los 

episodios que se resolvió sin tratamiento (HCU-4), únicamente se observó una expansión de  células T 

CD8+  productoras de IFN-Ɣ y TNF-α. En dos de los  episodios que  se trataron con antivirales para su 

resolución (HCU-6 y 7) se observó una expansión de células T  CD8+ monofuncionales, bifuncionales y 

trifuncionales específicas de CMV. Sin embargo, en los otros 3 episodios que recibieron tratamiento 

antiviral (HCU 8-10) sólo se expandieron poblaciones T CD8+ bifuncionales (IFN-Ɣ /TNF-α) y/o 

monofuncionales. Los niveles de DNAemia de CMV se correlacionaron inversamente con el número de 

todas las poblaciones de células T CD8+ específicas de CMV (P ≤ 0.003, para todas las correlaciones). La 

magnitud de la expansión de las poblaciones de células T CD8+ fue significativamente mayor (P ≤ 0.001, 

para todas las comparaciones) en los episodios resolvieron solos, que en los episodios que necesitaron 

tratamiento antiviral. Los picos de los valores de las diferentes poblaciones de células T CD8+ se 

alcanzaron cuando se produjo el aclaramiento de la DNAemia de CMV o poco tiempo después (Tabla  

3). En 3 de los episodios de infección activa se detectaron respuestas celulares T CD8+ bifuncionales  y/o 

monofuncionales específicas de CMV  al finalizar el periodo de estudio, aunque a niveles muy bajos,  sin 

ninguna expansión consistente de alguna de estas poblaciones. Además,  en este estudio se trató de 

determinar si había una relación entre las diferencias cualitativas y cuantitativas en las poblaciones 

celulares T CD8+,  entre los episodios que recibían tratamiento y los que no, con la magnitud de la 

expansión de células T CD4+. Respecto a esto, observamos que el número de células T CD4+ IFN-γ+ 

frente a los antígeno pp65 e IE-1 específicos de CMV, en el momento de aclaramiento de la DNAemia 

de CMV, era significativamente mayor en los episodios que resolvían solos que en los que recibían 

tratamiento (mediana de 25.7 cels/µl; rango: 1.25-116.0 cels/µl y mediana de 0.48 cels/µl; rango: 0.29-

1.60 cels/µl respectivamente; P= 0.024). Además, en los episodios que no se resolvieron durante el 

periodo de estudio se observaron respuestas muy bajas o no detectables de células CD4+ IFN-γ+. Se 

onservó una correlación significativa entre el número absoluto de células T CD8+ IFN-γ+ y el número de 
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células T CD8+   con potencial citotóxico, medidas por la movilización de CD107a (σ= 0.74; P= 

0.001) y por el número de células T CD8+ IFN-γ /TNF-α (σ= 0.864; P≤ 0.001). 

 La cinética de las células NK NKG2C+ CD56dim /CD16+ y CD56bright /CD16-   se investigó en el 

curso de 12 episodios de infección activa por CMV. En unos análisis preliminares realizados en 

diferentes momentos tras el trasplante alogénico de células madre, en pacientes que no presentaron 

DNAemia por CMV, se mostró que el número de ambas poblaciones de  células NK NKG2C+  podía 

variar hasta 3 veces entre las determinaciones realizadas. En general, se observó una correlación 

significativa entre ambos niveles de poblaciones de células NK en sangre durante los episodios 

de infección activa por CMV (σ= 0.652; P≤ 0.001), y además, ambas poblaciones de células NK 

NKG2C+ /CD56dim CD16+ y CD56bright /CD16- se correlacionaron inversamente con la magnitud de 

DNAemia (σ= -0.394, P= 0.002 y σ= -0.561, P= 0.001, respectivamente). Un aumento 

importante, de hasta 4 veces, se observó en la población de células NK NKG2C+ CD56dim/ CD16+, 

en 3 de los 5 episodios que resolvieron solos. Un marcado aumento en el número de células NK 

NKG2C+ CD56bright /CD16-. Se observó en los 2 episodios restantes que resolvían solos, y en 3 de 

los 4 episodios que recibieron tratamiento. Los picos de los valores de ambas poblaciones de 

células NK se alcanzaron en diferentes momentos tras la primera determinación de PCR 

positiva, aunque más frecuentemente en el momento de aclaramiento de la DNAemia de CMV 

o poco tiempo después (Tabla 4). Una vez alcanzados estos picos, se apreció una tendencia a 

que la contracción de la expansión de ambas poblaciones de células NK ocurriera tras el 

aclaramiento de la DNAemia de CMV. En los episodios que no se resolvieron, no se observó una 

expansión consistente de ninguna de las dos poblaciones de células NK. En el análisis de la 

correlación entre las dos poblaciones celulares de NK NKG2C+ y las células T CD8+ específicas de 

CMV se observó una correlación significativa (σ= 0.460; P≤ 0.001 para NKG2C+ CD56bright /CD16-

y σ= 0.422; P≤ 0.001 para NKG2C+ CD56dim /CD16+). 

 

Artículo 3 
 

Un total de 90 muestras de sangre, obtenidas de 23 pacientes sometidos a alo-TPH, se 

analizaron por ICS y por el ensayo QuantiFERON-CMV. Cincuenta y cinco muestras (61,1%), 

obtenidas de 17 pacientes, tuvieron respuestas detectables  de células T CD8+IFN-γ+  

específicas de CMV por la técnica ICS. De estas, 42 muestras (76,3%) de 13 pacientes fueron 

reactivas, y 13 muestras de 4 pacientes fueron negativas (n=10) o indeterminadas (n=3) con el 

ensayo QuantiFERON-CMV (Tabla 1). Las muestras reactivas en el ensayo del QuantiFERON-

CMV mostraron valores de células T CD8+IFN-γ+  específicas de CMV significativamente mayores 
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(P= 0,001), comparados con los valores obtenidos por ICS, que los que dieron resultados 

negativos o indeterminados (Figura 1). Treinta y cinco muestras de 6 pacientes no mostraron 

respuestas detectables de células T CD8+IFN-γ+  específicas de CMV por la técnica ICS. De estas, 

sólo 1 muestra fue reactiva por el ensayo QuantiFERON-CMV (2,5 IU/ml) (Tabla 1).Todos los 

pacientes con resultados negativos por el ensayo de QuantiFERON-CMV mostraron al menos un 

HLA-1 específico capaz de presentar uno de los péptidos inmunogénicos incluidos en el ensayo 

QuantiFERON-CMV. Un gran número de muestras fueron indeterminadas por el ensayo 

QuantiFERON-CMV (n=17; 18%), la mayoría de estas muestras (n=14) no tuvieron respuestas 

detectables por ICS. En general, el porcentaje de muestras que dieron resultados concordantes 

por ambos métodos fue del 68,8%, y la sensibilidad del ensayo de QuantiFERON-CMV para la 

detección de respuestas celulares T CD8+IFN-γ+ específicas de CMV, comparado con los 

determinados por ICS, fue del 76,3%.Tres muestras con resultados positivos por ICS mostraron 

valores de IFN-γ entre  > 0,1 y < 0,2 IU/ml. En estos casos, una disminución en el punto  de 

corte para los resultados reactive a valores > 0,1 IU/ml hubiera incrementado la sensibilidad de 

la prueba de  QuantiFERON-CMV a un 81,1%. Es importante mencionar que 15 de las 42 

muestras cuyo resultado fue positivo por QuantiFERON-CMV, dieron valores de densidad óptica 

por encima del límite superior de cuantificación de la prueba. Estas muestras tuvieron que ser 

diluidas para poder determinar con precisión los valores de IFN-γ. 

Para evaluar como permitía estimar la respuesta celular T CD8+IFN-γ+ el ensayo de 

QuantiFERON-CMV, se hizo un análisis de correlación de los niveles de IFN-γ medidos por 

QuantiFERON-CMV con los niveles de las diferentes poblaciones funcionales de células T 

CD8+IFN-γ+  cuantificadas por ICS en las 42 muestras que mostraron respuestas detectables 

por ambos métodos. Hay que tener en cuenta, que 20 de las 42 muestras se obtuvieron 

durante episodios de DNAemia en plasma sin tratamiento (n=11 de 3 pacientes) o tratados con 

ganciclovir (n=9 de 2 pacientes). Las 22 muestras restantes se obtuvieron de 8 pacientes que 

tuvieron previamente  un episodio DNAemia por CMV. La magnitud de la respuesta de IFN-γ 

frente a péptidos específicos de CMV medidos por el ensayo de QuantiFERON-CMV se 

correlacionó significativamente (σ =0.695; P = <0.0001) con la cuantificada por ICS para el total 

de células T CD8+IFN-γ+ (Figura 2). Además, los niveles de IFN-γ medidos por el ensayo de  

QuantiFERON-CMV se correlacionaron significativamente con el número de células T CD8+ 

específicas de CMV bifuncionales (σ =0.652 y P = <0.001 para IFN-γ/ TNF-α; σ =0.690 y P = 

<0.0001 para IFN-γ /CD107a) y trifuncionales (σ =0.679 y P = < 0.0001 para IFN-γ/ TNF-

α/CD107a). 
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Artículo 4 

 
Catorce de los 36 pacientes incluidos en el estudio desarrollaron DNAemia de CMV 

entre los días +30 y+60 postrasplante (mediana de 48 días; rango: 28-61 días). Tres pacientes 

desarrollaron la DNAemia posterior al día +60 (mediana de 70 días; rango: 65-81 días). Ninguno 

de estos pacientes desarrolló enfermedad orgánica por CMV. No hubo diferencias significativas 

en el tipo de trasplante, la fuente de células madre, el régimen de acondicionamiento, el 

serostatus frente a CMV del donante,  el régimen de profilaxis para la prevención de la EICH o 

en la incidencia de la EICH entre los pacientes de esta pequeña cohorte, con o sin DNAemia de 

CMV (Tabla 2). 

El número absoluto de las  subpoblaciones de células NK NKG2C+ (CD56 bright/CD16-/low y 

CD56dim CD16+), cuantificadas en sangre periférica (Figura 1), medidas los días +30 (rango: 25-45 

días) y +60 (rango: 55-80 días) en pacientes con o sin DNAemia de CMV no presentaron 

diferencias estadísticamente significativas (Tabla 3). Es importante el hecho que los pacientes 

CMV seropositivos que recibieron un alo-TPH de donantes CMV seropositivos estaban 

representados en ambos grupos por igual (P= 0.7). Además, los pacientes que recibieron un 

alo-TPH de un donante CMV seropositivo tendían a tener niveles más altos de ambas 

subpoblaciones de células NKG2C+ que aquellos que recibían el trasplante de un donante CMV 

seronegativo, aunque no se encontró significación estadística (Tabla 4). 

No se obtuvo ninguna correlación inversamente proporcional significativa entre las 

poblaciones de células NK NKG2C+ CD56 bright/CD16-/low  y CD56dim CD16+ con la carga inicial de 

DNA de CMV (P= 0.39 y P= 0.28, respectivamente) en el día + 30 (Figura 2). 
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La infección por CMV es una de la causas más importantes de morbilidad y mortalidad, 

en el paciente sometido a un trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos. En esta 

tesis doctoral se ha realizado un trabajo, mediante el compendio de 4 publicaciones, con el fin 

de mejorar el manejo de la infección por CMV en el paciente receptor de un alo-TPH. 

En el primer artículo de esta tesis doctoral se investigó si la cinética de la DNAemia de 

CMV  aportaba información útil en el manejo de la infección en el paciente receptor de alo-

TPH, y además, si las condiciones pretrasplante y los factores clínicos tenían algún efecto sobre 

la cinética de aclaramiento de la DNAemia por CMV en los episodios iniciales y en la incidencia 

de episodios recurrentes. Para esto, nos aprovechamos de una PCR real-time de alta 

sensibilidad junto con una estrategia relativamente conservadora para iniciar el tratamiento 

antiviral anticipado (≥ 500 copias/mL). En nuestra cohorte, la tasa global de DNAemia por CMV 

fue casi de un 70% debido a la sensibilidad de la PCR, y también, al grupo de pacientes de alto 

riesgo (50% recibieron injerto no relacionado/HLA incompatible y un 40 % D-/R+) seleccionado 

para el estudio. Más de la mitad de los episodios de nuestro estudio se resolvieron solos, y aun 

así, presentaron una mediana de duración del episodio de 16 días. En este sentido, es posible  

que los niveles bajos de replicación viral durante periodos de tiempo prolongados puedan 

tener impacto en la incidencia y la gravedad de los efectos indirectos asociados al CMV 

(Ljungman, 2008; Solano & D, 2010).  

Lo primero que evaluamos en este artículo fué si el valor de la primera carga de CMV 

en plasma en los episodios de infección activa diferenciaba entre los episodios que necesitaban 

tratamiento antiviral para su resolución y los que se resolvían por si mismos sin tratamiento. Si 

esto fuera así, el inicio del tratamiento anticipado podría adelantarse, conduciendo a una 

resolución más rápida del episodio, y de este modo, minimizar el efecto perjudicial de una 

replicación continua de CMV. Aunque los valores de la carga inicial en los pacientes que 

resolvieron solos fueron significativamente más bajos, que los obtenidos en los pacientes 

tratados, no pudimos tenerlos en consideración debido a la existencia de un alto grado de 

solapamiento entre ellos. Esto se debe a que el valor del coeficiente de variación de las pruebas 

de PCR para determinar cargas de DNA de CMV cercanas al límite de detección, como la 

mayoría de los valores iniciales en nuestros pacientes, tendrían que ser superiores al 30% 

(Boeckh et al., 2004). Por lo tanto, mientras se usen pruebas de PCR real-time de alta 

sensibilidad para monitorizar infecciones activas por CMV, va a ser muy difícil establecer un 

valor umbral inicial de carga de CMV que nos permita predecir la cinética posterior de la 

DNAemia de CMV. En este sentido, es importante resaltar, que las cargas iniciales obtenidas en 
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este estudio se encontraban por debajo del límite de detección en la mayoría de PCR real-time 

comerciales disponibles (Solano & D, 2010). 

A continuación, tratamos de determinar si la comparación entre cargas de DNA de CMV 

basales (cargas iniciales) y las medidas poco tiempo después (2ªPCR positiva), con una mediana 

de 6 días entre las dos determinaciones, nos permitía identificar aquellos episodios que 

necesitarían tratamiento antiviral. En un 76% de los episodios que recibieron tratamiento 

antiviral encontramos aumentos significativos (≥ 3 veces) de carga de DNA de CMV, mientras 

que, en los episodios que se resolvieron solos aumentaba en  menos de un 10% de los casos. En 

nuestra cohorte, esta estrategia sólo nos habría permitido anticipar el inicio del tratamiento en 

2 episodios (con una anticipación del tratamiento de 3 y 7 días), ya que, en el resto de 

episodios el segundo valor de DNAemia de CMV se encontraba por encima de punto de corte 

para iniciar el tratamiento antiviral. Sin embargo, un gran número de pacientes (6 de 13) se 

habrían beneficiado de esta estrategia, si se hubiera establecido un punto de corte de 

DNAemia de CMV mayor (1000 copias/mL) como umbral para iniciar el tratamiento antiviral. 

Diferentes estudios han propuesto valores de incremento de la carga viral entre ambas 

determinaciones, para diferenciar los episodios que necesitarían tratamiento de los que se 

resolverían solos. Algunos de ellos proponen aumentos de 174 copias/mL (Halfon et al., 2011) o 

266 copias/mL  (Gimeno et al., 2008), entre dos determinaciones consecutivas con una 

mediana de 7 días de diferencia, aunque estas estimaciones se realizaron en el marco de una 

estrategia anticipada donde se iniciaba el tratamiento antiviral tras la detección de cualquier 

nivel de antigenemia pp65. En otro estudio, Boeckh and Ljungman (Boeckh & Ljungman, 2009) 

proponen un aumento ≥ 5 veces entre la primera y la segunda determinación, para iniciar el 

tratamiento anticipado en receptores de alo-TPH de bajo riesgo. Sin embargo, en ninguna de 

las estretagias de tratamiento propuestas en los estudios mencionados, se ha evaluado ni la 

eficacia ni la seguridad. 

 Como observamos en nuestros resultados, una porción de los episodios de DNAemia de 

CMV que recibieron tratamiento antiviral anticipado, sufrieron disminuciones rápidas de la 

carga viral de CMV tras su instauración (Episodios tipo A), mientras que, otros sufrieron 

aumentos iniciales de la carga viral tras el inicio del tratamiento (Episodios tipo B)(Boeckh et al., 

1996; Gerna et al., 2005; Nichols et al., 2001; Tormo et al., 2010a). Este fenómeno se relaciona 

con una falta de la expansión de las células T funcionales específicas de CMV en respuesta a la 

replicación viral (Tormo et al., 2010). El descubrimiento temprano de los pacientes que van a 

desarrollar episodios con una respuesta retardada al tratamiento, es  de gran relevancia clínica, 

ya que, nos permitiría minimizar la morbilidad asociada a enfermedad orgánica mediante una 
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rápida intervención terapéutica, o incluso, con el uso de la inmunoterapia adoptiva (Buyck et 

al., 2010). En este contexto, Buyck et al. observaron que en los episodios con una respuesta 

retrasada al tratamiento (Episodios B en el estudio) existía una tasa de crecimiento media 

significativamente mayor, junto con una mayor carga viral en el momento de  inicio del 

tratamiento, mientras que, las cargas iniciales eran comparables en ambos tipos de episodios. 

Lo que nosotros observamos en nuestro estudio está parcialmente de acuerdo con lo que dicen 

Buyck et al. De acuerdo con ellos, el dt de CMV fue más bajo en los episodios tipo B que en los 

A, aunque no encontramos diferencias significativas, y la carga inicial del episodio de DNAemia 

de CMV no difiere significativamente entre ambos tipos de episodios. Sin embargo, en 

contraste con la información aportada por Buyck et al., en nuestro estudio las cargas virales en 

el momento de inicio del tratamiento antiviral no difieren significativamente entre ambos tipos 

de episodios. Por lo que, en nuestra experiencia, el análisis de las cinéticas tempranas de 

DNAemia por CMV no nos permitieron identificar, de forma consistente, aquellos episodios de 

infección activa por CMV que presentarían una respuesta retrasada al tratamiento antiviral. 

Estas discrepancias, entre ambos estudios, se pueden relacionar con varios factores como el 

uso de diferentes tipos de muestras para la cuantificación de DNA de CMV, el uso de diferentes 

puntos de corte de DNA de CMV para el inicio del tratamiento antiviral anticipado, y el uso 

excesivo de Campath-1H en su estudio. 

 En nuestro estudio, la frecuencia de aparición de episodios recurrentes de infección 

activa por CMV es comparable, entre pacientes que tuvieron episodios iniciales que resolvían 

solos y los que necesitaron tratamiento antiviral para su resolución. Sin embargo, la 

probabilidad de experimentar un segundo episodio, que necesitara tratamiento antiviral, fue 

mayor en los pacientes que recibieron tratamiento para la resolución del primer episodio de 

infección activa. De acuerdo con el estudio de Buyck et al., el riesgo de recurrencia no se asoció 

con el ratio de eliminación de la carga de DNA de CMV de los primeros episodios de infección 

activa tras el inicio de la terapia. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurría en los episodios 

iniciales, la variación de la carga viral entre la primera y la segunda determinación positiva de 

PCR no nos permitieron discriminar entre los episodios que se resolvían solos de los que 

necesitaban tratamiento. A pesar de todos estos datos, no debemos olvidar, que la replicación 

de CMV va a depender en última instancia la adecuada expansión de las células T específicas de 

CMV (Tormo et al., 2010a; Tormo et al., 2010b), y respecto a esto, en nuestro estudio 

observamos una respuesta más eficiente y temprana en los episodios secundarios. 

 En el paciente sometido a alo-TPH es muy importante tener en consideración las 

condiciones pretrasplante y los factores clínicos. En este sentido, evaluamos el  impacto que 
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tenían en la cinética de DNAemia de CMV durante los primeros episodios de infección por CMV 

y en la incidencia de las recurrencias. Aunque no pudimos encontrar asociaciones significativas, 

observamos una mayor tendencia a la aparición de episodios que necesitaban tratamiento 

antiviral en receptores D-/R+, pacientes que recibían SCU o HLA-incompatible, en aquellos que 

recibían MMF o prednisona para la profilaxis de la EICH, y pacientes que recibían altas dosis de 

corticoesteroides (> 1mg/kg/día) para el tratamiento de la EICH de grado II-IV. Todos estos 

descubrimientos no fueron inesperados, ya que, todas estas condiciones ya se han relacionado 

previamente con una recuperación retrasada de la inmunidad específica de CMV (Foster et al., 

2002; Hakki et al., 2003; Lilleri et al., 2008; Pourgheysari et al., 2009; Tormo et al., 2011; Zhou 

et al., 2009). Tanto la magnitud como la rapidez de la expansión de células funcionales T CD8+ y 

CD4+ específicas de CMV ,en respuesta a la replicación de CMV, va a determinar de forma 

crítica la cinética de aclaramiento de la DNAemia de CMV (Tormo et al., 2010a). También se 

asoció, de manera interesante, el uso de Rapamicina para la prevención de la EICH con una 

incidencia más baja de episodios que necesitaban tratamiento antiviral, aunque el escaso 

número de pacientes que se trataron con este fármaco en nuestra cohorte no nos permitió 

sacar conclusiones definitivas en este asunto; sin embargo, este efecto ya se ha documentado 

previamente en el marco del TOS (San Juan, Aguado, & Lumbreras, 2008) y puede ser 

producido por el efecto inhibitorio de la replicación viral que posee la rapamicina (Moorman & 

Shenk, 2010). En cuanto a la influencia de los factores clínicos en la incidencia de episodios 

recurrentes, observamos una mayor tendencia a desarrollar infecciones recurrentes por CMV 

en los pacientes receptores de alo-TPH con serología D-/R+ y en aquellos que recibían un 

trasplante no relacionado/HLA-incompatible o cuya fuente de células madre era la SCU. Todas 

estas condiciones, como ya hemos comentado en los episodios iniciales, están relacionadas con 

una disfunción de la recuperación de células T específicas de CMV (Solano & D, 2010). 

 En nuestra cohorte, sólo tuvimos dos pacientes con enfermedad orgánica por CMV. 

Desafortunadamente, ni el análisis de cinéticas tempranas de DNAemia de CMV en ausencia de 

tratamiento antiviral ni la determinación de la dinámica de la carga de CMV tras la instauración 

del tratamiento en estos dos episodios nos permitió anticipar el desarrollo de enfermedad 

orgánica por CMV. Obviamente, no es posible sacar conclusiones de esta información con un 

número tan bajo de casos para analizar. 

Una vez analizadas las cinéticas de DNAemia de CMV, y dada la importancia que 

supone la reconstitución de la inmunidad de células T para el control efectivo de la infección 

por CMV, decidimos que era de gran relevancia estudiar no sólo la magnitud de la expansión 

inmunitaria, sino también, la calidad de la misma frente a la replicación por CMV. En el 
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segundo artículo se demuestra que la resolución temprana o tardía de los episodios de 

DNAemia de CMV, en ausencia de tratamiento antiviral, se asoció con una expasión de las 

células TCD8+ mono y polifuncionales. Entre las cuales, la población de células TCD8+ con 

potencial citotóxico, particularmente aquellas que movilizaban el CD107a y simultáneamente 

producían IFN-γ/TNF-α, fue la dominante. Únicamente, en uno de los episodios resuelto sin 

tratamiento se observó, que la expansión de células TCD8+ se restringía a poblaciones 

monofuncionales y bifuncionales IFN-γ/TNF-α. En los pacientes que recibieron tratamiento 

antiviral, la resolución de DNAemia de CMV se asoció con diferentes patrones de células T CD8+ 

funcionales. En algunos episodios se pudo observar un aumento del número de células T CD8+ 

monofuncionales, bifuncionales, y trifuncionales, mientras que, en otros sólo se expandieron 

de manera importante poblaciones bifuncionales (IFN-γ/TNF-α) y/o poblaciones 

monofuncionales. Toda esta información sugiere que el control de la replicación de CMV, en 

pacientes trasplantados, se puede lograr por mecanismos efectores que no están involucrados 

con la respuesta citotóxica de las células T CD8+, particularmente en presencia de tratamiento 

antiviral. En relación a los datos clínicos, aunque el número limitado de pacientes impide 

análisis estadísticamente significativo, la magnitud de la expansión de células T CD8+ 

polifuncionales específicas de CMV parece ser comparable independientemente del tipo de 

trasplante (relacionado/no relacionado, compatible/incompatible), el régimen de 

acondicionamiento (mieloablativo /no mieloablativo), y el serostatus frente a CMV del donante 

y el receptor. 

 En los episodios que permanecieron activos hasta el momento de su muerte, se 

observaron respuestas de células T CD8+ monofuncionales indetectables o muy bajas. Este 

hecho, como ya se ha comentado anteriormente, está relacionado con la falta de expasión  de 

células T CD8+ funcionales necesarias para la replicación de CMV, incluso en los pacientes que 

reciben tratamiento antiviral (Tormo et al., 2010a; Tormo et al., 2010b). Es importante resaltar, 

que dos de los pacientes cuya infección por CMV permanecía activa en el momento de su 

muerte, se les administraba tratamiento con corticoesteroides a altas dosis para la EICH. Este 

hecho, puede influir en la magnitud y polifuncionalidad de la respuesta inmunitaria de células 

CD8+, ya que, la terapia con corticoides tiene un efecto perjudicial dosis-dependiente en el 

tiempo de vida de las células T y en su polifuncionalidad (Hakki et al., 2003; Widmann et al., 

2008).  

Como ya se ha observado en otros estudios, la trasferencia adoptiva ha demostrado 

que la infusión de células T CD4+ específicas de CMV es un importante requerimiento para la 

expansión in vivo de las células T CD8+ (Einsele et al., 2002). En este contexto, se ha observado  
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que la magnitud de la expansión  de células T CD4+ IFN-γ+  específicas de los péptido pp65 e IE-1 

de CMV se asociaba con el tamaño y la polifuncionalidad de la respuesta de células TCD8+, lo 

cual va en consonancia con información publicada por otros autores (Harari et al., 2006). De 

hecho, el número de células T CD4+, en el momento del aclaramiento de la DNAemia por CMV, 

era significativamente mayor en los episodios que resolvían solos que en los recibían 

tratamiento antiviral anticipado. Además, en los episodios que permanecieron activos en el 

momento de finalización del periodo de estudio se observaron respuestas indetectables o muy 

bajas de células CD4+ IFN-γ+.  

 En el paciente con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se sabe que el nivel de 

exposición al antígeno y su sensibilidad modulan críticamente la polifuncionalidad de las células T CD8+ 

(Almeida et al., 2009; Appay, van Lier, Sallusto, & Roederer, 2008; Betts et al., 2006; Harari, 

Vallelian, & Pantaleo, 2004; Makedonas et al., 2010; Rehr et al., 2008). En nuestro estudio, 

observamos que hay un efecto análogo en el marco del trasplante alogénico de células madre, 

ya que, la respuesta de células T CD8+ específicas de CMV tienden a ser más elevadas y con una 

funcionalidad más amplia en los episodios que resuelven solos que en los que fueron tratados 

(pacientes con altas de cargas de DNA de CMV). 

 El estándar en la monitorización ex vivo de respuestas de células T CD8+ y CD4+  

específicas de CMV es la cuantificación de células que expresan IFN-γ, tras la estimulación con 

el antígeno, mediante la ICS o ensayos de ELISOT (Solano & D, 2010). Respecto a esto, se han 

planteado dudas sobre si realmente estas mediciones proporcionan una estimación exacta del 

grado de respuesta inmune frente a CMV (Krol et al., 2011; Lacey et al., 2006; Nebbia et al., 

2008; Zhou et al., 2009); sin embargo, nosotros hemos encontrado una correlación significativa 

del número de células T CD8+ IFN-γ+, con el número de células T CD8+ con potencial citotóxico (mono, 

bi, y trifuncionales), y el número de células T CD8+  bifuncionales (IFN-γ/TNF-α) durante los episodios 

de DNAemia de CMV. Por lo tanto, la cuantificación de células T CD8+ IFN-γ+ permite inferir la 

polifuncionalidad de la expansión de las poblaciones de células TCD8+, y de esta manera se puede 

considerar como un marcador subrogado de la efectividad de la respuesta inmune frente a CMV. 

 Diferentes estudios avalan que las células NK limitan la  replicación  de CMV y proporcionan 

protección frente a la infección activa de CMV en receptores de alo-TPH (Barron et al., 2009; Biron et 

al., 1989; Quinnan G. et al., 1982; Solano & D, 2010). Además, también se ha sugerido que la 

subpoblación de células NK NKG2C+ tienen un rol en el control de la infección activa por CMV (Guma et 

al., 2004; Guma et al., 2006; Kuijpers et al., 2008). En este contexto, observamos que en la mayoría de 

episodios que se resolvían durante el periodo de estudio, independientemente si llevaban tratamiento 
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o no, presentaban una expansión significativa de la subpoblación de células NK NKG2C+ CD56dim 

/CD16+ (con potencial citotóxico). En alguno de estos episodios, también documentamos una 

expansión de la subpoblación de células NK NKG2C+ CD56bright/CD16- (potencialmente 

productoras de citoquinas con propiedades antivirales, pero con bajo potencial citotóxico), 

aunque  con una magnitud más baja que la población CD56dim /CD16+ (posiblemente, porque 

las células NK CD56bright  se encuentran preferiblemente en los ganglios linfáticos)(Caligury, 2008). En 

contraste con esto, no se observó ninguna expansión de las subpoblaciones de células NK en los 

episodios que no se resolvieron. Respecto a la cinética de las células NK, observamos que los niveles de 

células NK NKG2C+ se correlacionaban inversamente con la carga de DNAemia de CMV en plasma, 

presentando los niveles más altos en el momento del aclaramiento de la DNAemia de CMV y 

reduciéndose posteriormente. De acuerdo con nuestra información, Björkström et al. documentaron la 

existencia de una rápida expansión de un elevado número de células NK NKG2C+ CD56dim , que persistía 

a largo plazo en infecciones en humanos por Hantavirus. 

 Las células NK, además, son capaces de promover el desarrollo de una repuesta efectiva 

antiviral de las células T CD8+ (Robbins et al., 2007). En este contexto, nosotros encontramos una 

correlación significativa entre los niveles de poblaciones celulares NK NKG2C+  y las células T CD8+ 

trifuncionales específicas de CMV durante los episodios de infección activa, lo cual sugiere que la 

magnitud y polifuncionalidad de la respuesta de células T CD8+específicas de CMV está influenciada 

directamente por la expansión de las células NK.  

 Para conocer de una forma más precisa la influencia de la expansión de las poblaciones 

celulares de NK en la protección frente al desarrollo de una infección por CMV, en el cuarto 

artículo  de esta tesis doctoral, se investigó el potencial que tenían las células NK NKG2C+ CD56 

bright/CD16-/low y CD56dim CD16+ para conferir protección frente al desarrollo de una DNAemia de 

CMV temprana tras el trasplante. En la cohorte seleccionada para el estudio, sólo se incluyeron 

aquellos pacientes, que no presentaron una respuesta detectable de células T mono y 

polifuncionales específicas para las proteínas pp65 e IE-1 específicas de CMV. Esta estricta 

selección se realizó con el fin de conocer el papel individual de las células NK, aun sabiendo,  

que con esta decisión dispondríamos de un número muy bajo de  pacientes para obtener unas 

firmes conclusiones. En el análisis de las dos subpoblaciones de células NK NKG2C+, medidas en 

sangre periférica los días +30 y +60 tras el trasplante, no se observaron diferencias significativas 

entre los pacientes con o sin DNAemia de CMV y los niveles de ambas subpoblaciones. Este 

hecho no se relacionó con el porcentaje de pacientes CMV seropositivos que recibieron un 

injerto de donantes CMV seropositivos (Guma et al., 2004) en ambos grupos, que fue 

comparable. Además, los niveles periféricos de ambas poblaciones de células NK no se 
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correlacionaron inversamente con la carga inicial de DNA  de CMV en plasma en el día +30 

(relacionada con el tiempo de duplicación viral) (Cromer, Tey, Khanna, & Davenport, 2013). En 

un estudio previo, Barron et al. (2009) mostraron que la reconstitución de células NK 

funcionales, productoras de IFN-γ, frente a CMV se asociaba con una baja incidencia de 

DNAemia de CMV en los 180 primeros días tras el trasplante. La información obtenida en 

nuestro estudio está en desacuerdo con lo afirmado por Barron et al. (2009). Existen 

principalmente dos diferencias entre los dos estudios que pueden explicar estas discrepancias: 

(1) la población de células NK analizadas  en nuestro estudio fueron aquellas que expresaban el 

receptor activador NKG2C, mientras que en el estudio de Barron et al. utilizaron la población 

NK CD16+/CD56+/CD69+/IFN-γ, y (2) en nuestra cohorte, ninguno de los pacientes incluidos 

presentó una respuesta detectable de células TC8+ mono o polifuncionales, ni TCD4 específicos 

de las proteínas pp65 e IE-1 de CMV , mientras que, en la cohorte de Barron et al. (2009) la 

mayoría de pacientes que presentaron una reconstitución de las células NK también mostraron 

un respuesta detectable de linfocitos proliferativos. Por lo que, la contribución individual de las 

células NK y de las células TCD4+, en la protección de la DNAemia de CMV podría no estar 

confirmada en el estudio elaborado por Barron et al. Con todo esto, parece evidente concluir 

que no existe una implicación directa  de las células NK NKG2C+ en la prevención de la infección 

ni en el control de la replicación de CMV. 

 Por último, en el tercer artículo de la presente tesis doctoral comparamos el ensayo del 

QuantiFERON-CMV (único método comercializado-marca CE- para medir la respuesta de células 

T CD8+IFN-γ+ específicas de CMV) con nuestra técnica de ICS. Este ensayo ya ha sido 

anteriormente evaluado en otros estudios realizados en el marco de pacientes sometidos a TOS 

y alo-TPH (Fleming et al., 2010; Giulieri & Manuel, 2011; Kumar et al., 2009; Lochmanova et al., 

2010; Nebbia et al., 2008; Walker et al., 2007; Westall, Mifsud, & Kotsimbos, 2008). En estos 

estudios, los datos obtenidos respaldan la utilidad clínica de este método, para evaluar el 

riesgo de inicio tardío de enfermedad orgánica por CMV en receptores de TOS (Kumar et al., 

2009) y para predecir la aparición de DNAemia por CMV en pacientes sometidos a alo-TPH 

(Fleming et al., 2010). Sin embargo, no se dispone de mucha información de la correlación del 

ensayo de QuantiFERON-CMV con los métodos de ICS, para estimar la magnitud y la 

funcionalidad de la respuesta celular CD8+IFN-γ+ específica de CMV en receptores de alo-TPH. 

En este artículo, comparamos la realización del ensayo de QuantiFERON-CMV con el método 

ICS diseñado por nuestro grupo, que  ha demostrado ser clínicamente útil en el manejo de la 

infección activa por CMV en el marco del alo-TPH (Solano et al., 2008; Solano et al., 2011; 

Tormo et al., 2010a; Tormo et al., 2010b; Tormo et al., 2011). En términos generales, se 
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observó que ambos métodos aportaron resultados cualitativamente concordantes en torno a 

un 70% de las muestras. Este descubrimiento no fue del todo inesperado, ya que, 18 de los 21 

péptidos incluidos en el tubo de antígenos de CMV estaban mapeados dentro de las secuencias 

de las proteínas pp65 (n=15) e IE-1 (n=3). Cuando se interpretaron los resultados del ensayo de 

QuantiFERON-CMV, según las instrucciones del fabricante (respuestas reactivas para niveles de 

IFN-γ >0.2 IU/ml),  la sensibilidad de la prueba fue del 76.37%. Todo esto, considerando como 

método de referencia la ICS. La sensibilidad de la prueba hubiera mejorado ligeramente 

(81.8%), si el punto de corte para respuestas de IFN-γ positivas se hubiera bajado a 0.1 IU/ml, 

como sugieren algunos autores (Kumar et al., 2009). En nuestro estudio, todos los pacientes 

(y/o sus donantes) que dieron un resultado negativo en el ensayo del QuantiFERON-CMV, a lo 

largo del periodo de estudio, presentaron al menos una variante de HLA-I de entre las incluidas 

en el ensayo. La especificidad del ensayo QuantiFERON-CMV se aproximó al 100%. De hecho, 

sólo una muestra cuyo resultado era positivo con el QuantiFERON-CMV (2.5 IU/ml) resultaba 

negativa por ICS. Este resultado podría considerarse un falso positivo, ya que, en un 

seguimiento de las muestras del mismo paciente obtenidas 3 días después, el resultado fue 

negativo por ambos métodos. Del ensayo de QuantiFERON-CMV se obtuvieron un gran número 

de resultados indeterminados (Fleming et al., 2010). La mayoría de estas muestras que dieron 

resultados indeterminados (14 de 17), mostraron una respuesta indetectable de células  

CD8+IFN-γ+ medidas por ICS. Los niveles de IFN-γ medidos por el ensayo de QuantiFERON-CMV 

se correlacionaron significativamente con el número total de células CD8+IFN-γ+ cuantificadas 

por ICS. En este punto, nuestros resultados están de acuerdo con la información publicada  por 

Fleming et al., en la que también comparan el ensayo de QuantiFERON-CMV con la ICS usando 

como antígeno estimulador una librería de péptidos solapados que cubren la secuencia 

completa de pp65. 

 Estudios recientes parecen estar a favor de la idea de que las células TCD8+ 

polifuncionales, en lugar de las monofuncionales, que producen citoquinas con propiedades 

antitumorales (IFN-γ y TNF-α) y con actividad citotóxica (células que expresan CD107a), son 

cruciales para la protección y la resolución de episodios de infección activa por CMV en el 

marco del alo-TPH (Lacey et al., 2006; Nebbia et al., 2008; Zhou et al., 2009). A pesar de que, el 

ensayo de QuantiFERON-CMV no diferenciana entre poblaciones de células  CD8+IFN-γ+ en 

respuesta a la replicación de CMV, evaluamos en qué medida este ensayo podía estimar los 

niveles de células T CD8+IFN-γ+ polifuncionales. En este sentido, descubrimos que los niveles de 

IFN-γ, medidos por el QuantiFERON-CMV, se correlacionaban significativamente con el número 

de poblaciones de células T CD8+ bifuncionales (IFN-γ/ TNF-α y IFN-γ/CD107a) y trifuncionales 
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(IFN-γ/ TNF-α/CD107a). Es importante destacar, que estas correlaciones se observaron en un 

marco virológico muy concreto: pacientes con episodios de infección activa por CMV en curso o 

resueltos. En este contexto, se observó que la expansión y la contracción de las respuestas 

celulares TCD8+IFN-γ+ monofuncionales y polifuncionales específicas de CMV fueron 

provocadas en respuesta a la replicación de CMV con diferentes patrones cinéticos y con 

amplias variaciones individuales, como se explicó en el artículo 1; Por lo tanto, es probable que 

la habilidad del QuantiFERON-CMV, para estimar con precisión el tamaño de la respuesta 

celular TCD8+IFN-γ+ polifuncional específica de CMV, pueda depender en última instancia de la 

replicación de CMV tanto en el pasado como en el momento de estudio. 
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 Los cuatro artículos que componen esta tesis doctoral presentan una serie de 

limitaciones a tener en cuenta: 

Limitaciones del artículo 1 

En el artículo 1 estudiamos las cinéticas de los primeros episodios de infección activa y 

en las recurrencias en pacientes sometido a alo-TPH, y evaluamos el impacto de los factores 

clínico y pretrasplante. Este estudio presenta principalmente dos limitaciones: 

 El número de pacientes incluidos en la cohorte puede haber sido insuficiente, para evaluar 

con precisión el impacto de los factores pretrasplante y clínico en la cinética de DNAemia de 

CMV 

 Pueden haber inexactitudes en los cálculos de las cinéticas de DNAemia por CMV, debido a 

una frecuencia insuficiente de muestreo. Respecto a esto, no existe un consenso sobre cuál 

debería ser la frecuencia de monitorización de las cargas de DNA de CMV, durante los 

episodios de infección activa por CMV en el marco del alo-TPH. Nuestros datos parecen 

appoyar la idea de que una monitoriazación semanal es seguro, siempre y cuando, se use una 

PCR  de alta sensibilidad para la vigilancia de la infección por CMV. Sin embargo, podría ser 

razonable aumentar a 2 muestras a la semana para aquellos pacientes de alto riesgo 

(trasplantes de SCU no relacionados/HLA-incompatibles), en los cuales el dt durante los 

episodios es claramente más rápido. 

 

Limitaciones del artículo 2 

En el artículo 2 estudiamos la cinética de las células TCD8+ (mono y polifuncionales) y 

las subpoblaciones de células NK NKG2C+ (CD56dim /CD16+ y CD56bright/CD16-), en relación con la 

DNAemia de CMV en pacientes sometidos a un alo-TPH. Las limitaciones que observamos en 

este estudio fueron las siguientes: 

 El número limitado de pacientes incluidos en el estudio impide cualquier análisis  estadístico 

significativo, sobre el efecto de los factores pretrasplante en el tamaño y la polifuncionalidad 

de la respuesta celular T CD8+ específica de CMV en respuesta a la DNAemia de CMV. 

 En nuestro análisis de las células NK no se estudió su capacidad funcional ni su estatus de 

activación. En el estudio de Björkstrom et al, sin embargo, la células NK expandidas eran 

polifucionales y no expresaron el receptor inhibidor NKG2A. Se ha demostrado que la 

expresión in vitro de CD94/ NKG2A en células NK NKG2C+ aparece tras la exposición de 5 días 

a cultivos de células dendríticas autólogas infectadas con CMV, asociadas con una pérdida de 
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cittoxicidad (Saez-Borderias et al., 2009). Por lo tanto, es probable que una gran fracción de 

las poblaciones de células NK que se expanden en nuestros pacientes exhiban un fenotipo 

funcional antiviral. 

 

Limitaciones del artículo 3 

En el artículo 3 comparamos el ensayo de QuantiFERON-CMV con la técnica ICS en la 

determinación de respuestas celulares T CD8+IFN-γ+. Este estudio tuvo dos limitaciones 

importantes:  

 Ambas pruebas no fueron totalmente comparables, ya que, son  técnicas metodológicas 

distintas y, más importante, emplean diferentes antígenos estimuladores (Tabla 2). 

 La técnica ICS tomada como referencia para medir respuestas celulares T CD8+IFN-γ+, carecía 

de una validación exhaustiva interlaboratorios. 

A pesar de estas limitaciones, estamos convencidos de que la comparación del ensayo de 

QuantiFERON-CMV con métodos de ICS, presenta  una  fiabilidad probada para evaluar y 

cuantificar respuestas celulares T CD8+IFN-γ+ específicas de CMV. 

 

Limitaciones del artículo 4 

En el artículo 4 estudiamos el papel que tienen las células NK en la protección de la 

DNAemia de CMV, durante los primeros 100 días tras el trasplante alogénico de células madre. 

En este estudio encontramos dos importantes limitaciones: 

 El número de pacientes incluidos en la cohorte del estudio fue escaso, ya que, sólo se  

seleccionaron los pacientes sin respuesta de células T frente a CMV. Este estricto criterio, 

fue adoptado para definir la contribución individual de las células NK, lo cual, restringe 

drásticamente el número de pacientes elegidos. 

 No se puede descartar que las células TC8+ y TCD4+ respondieran frente a otras proteínas de 

CMV que no fueran pp65 e IE1, presentes en los pacientes incluidos en el estudio. Sin 

embargo, se ha demostrado que la protección, frente a la aparición de la DNAemia de CMV 

en receptores de alo-TPH, está relacionada directamente con la recuperación de células 

TC8+ y TCD4+ específicas de las proteínas pp65 e IE-1 de CMV por encima de ciertos 

umbrales (Solano et al., 2008; Tormo et al., 2011). 

 En este estudio no se estudiaron la capacidad funcional y el estatus de activación de las 

poblaciones de células NK NKG2C+. 
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Los cuatro artículos que componen esta tesis doctoral permiten extraer una serie de 

conclusiones de utilidad para el manejo clínico-terapéutico de la infección activa por CMV en el 

paciente receptor de alo-TPH: 

1. El análisis de  la cinética precoz de DNAemia plasmática del CMV no nos permiten anticipar 

de forma consistente la dinámica de resolución de estos episodios tras la administración del 

tratamiento antiviral. 

 
2. La expansión de las células T CD8+ mono y polifuncionales, T CD4+, y células NK NKG2C+ se  

asocia  con la resolución de los episodios de DNAemia del CMV. 

 

3. No existe una implicación directa de las células NK NKG2C+ en la prevención del desarrollo de 

DNAemia del CMV o en la modulación de la magnitud de la replicación del CMV durante los 

episodios de infección activa. 
 

4. El ensayo de QuantiFERON-CMV, aunque presenta una menor sensibilidad que la ICS 

desarrollada por nuestro grupo, se correlaciona aceptablemente con ésta y permite estimar 

la polifuncionalidad de las respuestas de células T CD8+IFN-γ+ específicas frente a las 

proteínas virales pp65 e IE-1. 
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10.1) Anexo I 

 

INFORME RAZONADO DEL LUGAR DE FIRMA DEL DOCTORANDO EN LAS 

PUBLICACIONES COMPENDIADAS EN LA TESIS DOCTORAL 

 

En cumplimiento del artículo 8.1.a del Reglamento sobre depósito, evaluación 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 mi situación como segunda firmante  en el artículo 3 de 

la presente tesis doctoral. La mayor parte del trabajo realizado en esta tesis doctoral (obtención de 

resultados, análisis, y su interpretación) ha sido realizados por mí, doctoranda de esta tesis; sin 

embargo compartí estas responsabilidades con M.A. Clari en el tercer estudio, tal y como puede 

acreditar el director de esta tesis doctoral. Por razones de “política” de grupo, MA Clari  figuró como 

primer firmante. 
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10.2) Anexo II 

 

ESCRITO DEL DIRECTOR DE LA TESIS DOCTORAL SOBRE EL FACTOR DE IMPACTO DE 

LAS PUBLICACIONES QUE SE RECOGEN EN LA TESIS DOCTORAL 

 

 

El factor de impacto de las revistas en las que se han publicado los artículos compendiados en 

esta  tesis doctoral se encuentran en la siguiente tabla por orden cronológico 

 

Artículo Revista Año de publicación 
Factor de 

Impacto 

1 
American society for Blood and Marrow 

Transplantation 
2011 3.873 

2 Journal of Medical Virology 2012 2,373 

3 Clinical and Vaccine Immunology 2012 2,466 

4 Journal of Medical Virology 2014 2,217 

 

 

Dr David Navarro Ortega 

Catedrático, Facultad de Medicina  

Departamento de Microbiologia i Ecologia,  

Universitad de Valencia 
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