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Resumen:

Introduccioén:

El trasplante de 6rgano sélido (TOS) es una terapia actualmente bien establecida
para los pacientes con enfermedades graves y terminales. La combinacion del estado
de inmunosupresién basal, riesgos quirurgicos, uso de asistencias circulatorias y
complicaciones del trasplante, predisponen a esta poblacidon a complicaciones y
secuelas infecciosas de importancia clinica, por lo que el diagnéstico temprano y
especifico es esencial para resultados clinicos adecuados. Tal diagndstico podria
beneficiarse de la medicina personalizada con monitorizacion inmunolégica como

herramienta complementaria.

Hipétesis y objetivos:

La medicion de los biomarcadores inmunolégicos, hematologicos y bioquimicos
es util para identificar pacientes que se encuentran en riesgo de infecciones en el
periodo post TOS. Los objetivos de este trabajo son evaluar el uso de biomarcadores
inmunoldgicos, hematoldgicos y bioquimicos de inmunodeficiencia secundaria que
influyen en la prediccion de infecciones en pacientes con TOS en distintos centros

hospitalarios.

Material y Métodos:

Se ftrata de dos estudios prospectivos, observacionales, multicéntricos
internacionales. Se realizé un seguimiento clinico de 6 meses para la identificacion de
eventos infecciosos, con puntos de medicion pretrasplante, dia 7 y 30, incluyendo la
identificacion de caracteristicas clinicas, biomarcadores de inmunidad humoral (IgG,
IgA, IgM, subclases de IgG, anticuerpos especificos anti-polisacarido de neumococo
[anti-PPS] y anti-CMV, complemento C3 y C4) y celular (Linfocitos T CD3+,
subpoblaciones de linfocitos T CD4+, T CD8+, B CD19+ y CD3-CD16/56+NK),
hematolégicos y bioquimicos (perfil renal, hepatico y nutricional). Con la informacién
obtenida se calcularon escalas (“inmuno scores”) para el riesgo de infeccién y muerte

en estos pacientes.

Resultados:

Estudio 1. Se realiz6 el seguimiento a 538 pacientes, de 3 grupos de trasplante
(8 renales, 222 hepaticos y 308 cardiacos). Durante el seguimiento a 6 meses se
encontraron 298 casos de pacientes con infeccion post trasplante y 144 eventos de

exitus. Se realiz6 la comparacion entre pacientes que desarrollaron eventos de infeccion
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con aquellos que no los presentaron. Entre las variables que aumentan
significativamente el riesgo de infeccién, se encontr6 disminucién del porcentaje de
linfocitos T CD8+ < 25% (p 0.005) a los 7 dias post trasplante; disminucion de C3 < 60
mg/dl (p 0.017), de linfocitos T CD4+ (#) < 400 células/ul (p 0.041) y del nivel de células
NK < 50 células/uL (p 0.043) a los 30 dias post trasplante. Entre las variables que
aumentan significativamente el riesgo de exitus se encontrd, la disminucién de valores
pretrasplante de C4 < 20 mg/dl (p 0.006), de IgG3 < 0.20 g/L (p 0.041); del porcentaje
de linfocitos T CD3+ (%) < 70 % (p 0.036) a los 7 dias post trasplante; y de C3 < 80
mg/dl (p 0.007), de C4 < 20 mg/dI (p 0.009), y de linfocitos NK (%) < 10 % (p 0.017) a
los 30 dias post trasplante. En este estudio multicéntrico se ha confirmado que la
hipogammaglobulinemia IgG < 600 mg/dl durante el primer mes es un factor de riesgo

de infeccion.

Estudio 2. Multicéntrico internacional de trasplante renal de 250 pacientes en 3
centros en Espafa y 1 de Chile. Se encontraron 76 eventos de infeccién post trasplante.
En las variables inmunolégicas, destacamos que la combinacién de
hipogammaglobulinemia IgG < 700 mg/dl y niveles bajos de IgG anti-polisacarido de
neumococo (anti-PPS) < 10 mg/dl se asocidé con riesgo de infeccion bacteriana
recurrente en modelo multivariable de regresion. Durante el seguimiento, 23 (9.2%)
pacientes desarrollaron enfermedad por CMV. En el modelo de regresién logistica
multivariable  tras  ajuste  por variables clinicas la combinacion de
hipogammaglobulinemia IgG a los 30 dias post trasplante con niveles bajos de
anticuerpos especificos anti-CMV al dia 7 post trasplante fue un marcador

independiente de desarrollo de enfermedad por CMV.

Discusion y Conclusiones:

En el estudio multicéntrico de trasplante de 6rgano sélido, la disminucion de
niveles de subpoblaciones linfocitarias de células T CD3+, T CD4+ y T CD8+ durante
los primeros 30 dias post trasplante se asociaron a un mayor riesgo de infecciones. En
estos pacientes también se encontré relacion con la disminucion pretrasplante de
monocitos como factor de riesgo para el desarrollo de infecciones, lo cual podria ser un

biomarcador mas accesible para validar en todos los centros.

En el estudio multicéntrico de trasplante renal, la deficiencia secundaria de
anticuerpos fue un factor de riesgo para infecciones bacterianas recurrentes y de
enfermedad por CMV. La combinacion de hipogammaglobulinemia IgG con un nivel bajo

de anticuerpos especificos (anti-PPS y anti-CMV) fue un biomarcador relacionado a la



infeccion por bacterias recurrentes y CMV, respectivamente. Ademas, la
hipogammaglobulinemia IgG resulté un factor independiente como biomarcador de
riesgo para las infecciones bacterianas recurrentes. Futuros estudios deberan
plantearse para confirmar el papel de estos biomarcadores de forma aislada y

combinada.

Se han identificado varias escalas inmunoldgicas (“immunoscores”) que se
asocian con el riesgo de desarrollo de infecciones globales y especificamente por CMV.
En el caso de la escala construida y propuesta para riesgo de infecciones globales, se
identific6 un puntaje relacionado a mayor riesgo, siendo las variables incluidas
parametros de la inmunidad humoral y celular en los primeros 30 dias y parametros de
rutina de bioquimica (PCR) que pueden valorarse en una analitica sanguinea
convencional. En cuanto a la infeccién por CMV del post trasplante, se encontrd también
mayor riesgo a mas puntos en la escala construida, y las variables incluyeron
parametros correspondientes a alteraciones de la inmunidad humoral como
hipocomplementemia C3 e hipogammaglobulinemia IgG grave en los primeros 30 dias
del post trasplante junto a niveles altos de PCR. Los resultados de este trabajo dan una
pauta para continuar la validacion de biomarcadores de riesgo de infeccion general y en
especifico por CMV en otras poblaciones a nivel nacional e internacional de forma que
puedan validarse “inmunoscores” para esta poblacion de pacientes que se puedan usar

en la rutina.

La evaluacion cautelosa en estudios posteriores de la eficacia y seguridad de
intervenciones clinicas o terapéuticas, como la terapia intravenosa con
inmunoglobulinas o la terapia prolongada con antimicrobianos, guiadas en parte por esta
informacién, es necesaria para considerar su uso en la practica clinica diaria para el

mejor manejo individualizado de los pacientes.
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Abstract:

Background:
Solid organ transplantation is currently a well-established therapy for patients

with terminal diseases. The combination of immunosuppression, surgical risks,
circulatory assistances, and transplant complications predispose this population to
infectious complications and sequelae of clinical importance, because of this, early and
specific diagnosis is essential for adequate clinical results and could benefit from

personalized medicine with immunologic monitoring.

Hypothesis and objectives:

Measurement of immunological, hematological, and biochemical biomarkers are
useful to identify patients who are at risk of infections in the post-transplant period. The
main objective of this study is to evaluate the use of immunological and biochemical
biomarkers of secondary immunodeficiency that influence the prediction of infections in

patients with solid organ transplants in different hospital centers.

Materials and Methods:

This thesis includes two prospective, observational, international multicenter
studies. A 6-month clinical follow-up was carried out to identify infectious events, with
measurement points at pre-transplant, days 7 and day 30, including the identification of
clinical characteristics, biomarkers of humoral immunity (IgG, IgA, IgM, IgG subclasses,
specific antibodies anti pneumococcal polysaccharides and complement C3, C4) and
cellular (T CD3+, T CD4+, T CD8+, B CD19+ and NK CD3-CD16/56+ lymphocyte
subpopulations, hematological (complete blood count) and biochemical (renal, hepatic,
and nutritional profiles). With the information obtained, scales (“immune scores”) were

calculated for the risk of infection and death in these patients.

Results:

Study 1. 538 patients from 3 transplant groups (8 kidney recipients, 222 liver
recipients and 308 heart recipients) were included. 298 cases of post-transplant infection
events and 144 death events were found. Among the significant risk factors for post-
transplant infection, we found decreased values of CD8+ lymphocytes (%) <25% (p
0.005) at 7 days post-transplant; decreased C3 < 60 mg / dl (p 0.017), T CD4+
lymphocytes (#) < 400 cells / pl (p 0.041) and of NK cell counts < 50 cells/uL (p 0.043)

at 30 days post-transplant. Significant risk factors for death were decreased values of
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C4<20mg/dl(p0.006), 1gG3 <0.20g/L (p 0.041) pretransplant; T CD3+ lymphocytes
(%) < 70% (p 0.036) at 7 days post-transplant; decreased C3 < 80 mg/ dl (p 0.007), C4
<20 mg / dl (p 0.009), and NK lymphocytes (%) < 10% (p 0.017) at 30 days post-
transplant. In this multicenter study we have confirmed that IgG
hypogammaglobulinemia < 600 mg/dL during the first month after transplantation is a

risk factor of infection.

Study 2. In the multicenter kidney transplant study, 250 patients were evaluated
in 3 centers in Spain and one in Chile. 76 cases (30.4%) of post-transplant recurrent
bacterial infection were found. Among the immunological variables, the combination of
IgG hypogammaglobulinemia (IgG <700 mg / dl) and low specific anti-pneumococcal
polysaccharide antibodies (anti-PPS <10 mg) was independently associated with
development of recurrent bacterial infections. During the follow-up, 23 (9.2%) patients
developed CMV disease. In the multivariate logistic regression, the combination of IgG
hypogammaglobulinemia and lower anti-CMV IgG titers (<10,000 units) was

independently associated with risk of CMV disease.

Discussion and conclusions:

In this thesis, the analysis carried out with the post-transplant variables suggests
a series of immunological, hematological, and biochemical biomarkers, which, in
combination with the clinical context of the patient, can effectively predict the risk of post-

transplant infectious complications and mortality in the patient.

In the multicenter solid organ transplant study, decreased levels of T CD4+, and
T CD8+ lymphocyte subpopulations during the first 30 days post-transplantation were
associated with an increased risk of infections. In these patients, a relationship was also
found with the decrease in pre transplant monocytes as a risk factor for the development

of infections, which could be a biomarker accessible to all centers.

In the international multicenter kidney transplant study, secondary antibody
deficiency was a risk factor for recurrent bacterial infections and CMV disease. In this
work, the combination of hypogammaglobulinemia with a low level of specific antibodies
(anti-PPS and anti-CMV) was observed as biomarker of immunity related to infection by
recurrent bacteria and CMV, respectively. Furthermore, IgG hypogammaglobulinemia
was an independent factor as a risk biomarker for recurrent bacterial infections. Future
studies should consider confirming the role of these biomarkers in isolation and in

combination.
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Several immunological scales (“immunoscores”) have been identified that are
associated with the risk of developing global infections and specifically CMV. In the case
of the scale constructed in this thesis for global infections, a higher score was related to
higher risk of infections. The variables included parameters of cellular and humoral
immunity in the first 30 days such as IgG, C3, T CD4+ lymphocytes and markers such
as C reactive protein which can be evaluated in a regular analysis. Regarding post-
transplant CMV infection, a higher risk was also found with a higher score on the
constructed immune score. In this case the variables studied also included parameters
corresponding to cellular immunity such as NK cells. Although in this case, the presence
of humoral immunity variables such as C3 hypocomplementemia and IgG
hypogammaglobulinemia in the first 30 days after transplantation were found to be
significant. The results of this work provide a guideline to continue the validation of risk
biomarkers of general and specific CMV infection in other populations at a national and
international level so that an “immune score” can be validated for this population of

patients.

Careful evaluation in subsequent studies of the efficacy and safety of the use of
this information for clinical or therapeutic interventions, such as intravenous
immunoglobulin therapy or prolonged antimicrobial therapy, for the management of
these secondary immunodeficiency status is necessary to consider its incorporation into

daily clinical practice in transplant centers.
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“Evaluacion de la Inmunodeficiencia Secundaria en Trasplante de Organo Sélido.
Deteccién y Reconstitucion”.

Introduccioén

Sistema inmunitario e inmunodeficiencia.

El sistema inmunitario es el resultado de millones de afios de evolucién y de
adaptacion de la respuesta biolégica a patdégenos que amenazaban la supervivencia de
los primeros seres vivos y que se ha vuelto mas compleja con las diferentes necesidades
de defensa inmunoldgica que se ha requerido a través de los afos. El sistema
inmunitario tiene una gran capacidad de reconocimiento y respuesta debido a la gran
variabilidad de células que lo conforman, puede actuar por neutralizacién, opsonizacion,
fagocitosis y lisis humoral y celular. La respuesta inmunitaria a las infecciones es la
funcion mas caracteristica del sistema inmunitario, la infeccién por microorganismos y
parasitos genera reacciones en el paciente que son resultado de la virulencia del
patégeno y la respuesta inmunitaria, aunque es posible que una deficiencia en el
sistema inmunoldgico sea la causa de complicaciones graves en algunos pacientes (1,
2, 9). EI establecimiento de los procesos infecciosos depende de propiedades del
patogeno y del huésped, la patogenicidad es relativa y resulta del balance entre la
virulencia y los recursos inmunitarios del hospedador, cuando ésta ultima resulta
inapropiada o deficiente pueden producirse infecciones oportunistas, cronicas o
reactivacion de infecciones latentes. La inmunidad innata incluye células asociadas a
respuestas Th1 y Th2 como los linfocitos NK y los mecanismos de la inmunidad
adquirida incluyen las respuestas de anticuerpos por linfocitos B y T CD4+ y CD8+
principalmente (1), los cuales se han considerado como potenciales biomarcadores para
su uso en la practica clinica en el periodo post quirurgico temprano y tardio.

Microorganismo

/
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infeccion

Células en la respuesta inmunitaria. (Abbas et al: Cellular and Molecular Inmunology.
Elsevier 6a edicion. Disponible en linea en www.studentconsult.com)
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Clasicamente, la falta o defecto en la funcién inmunitaria, es decir, las
inmunodeficiencias, se ha caracterizado por pacientes que presentan un numero
excesivo de infecciones. Las inmunodeficiencias pueden ser el resultado de un defecto
congénito de la inmunidad o secundarias a otros procesos, como es el caso de lo que
observamos en los pacientes trasplantados con farmacos inmunosupresores (1). La
mayoria de las inmunodeficiencias congénitas son el resultado de defectos que alteran
los niveles o la funcidon de los agentes que forman parte de la respuesta inmunitaria
como la producciéon de inmunoglobulinas o complemento, las vias de sefalizacion de

leucocitos o la regulacion de la respuesta inmunitaria.

Por otro lado, las inmunodeficiencias adquiridas, que implican la mayoria de los
pacientes en nuestra poblacién de estudio, son adquiridas y pueden ser causadas por
infecciones, enfermedades crénicas como la insuficiencia renal o la diabetes mellitus,
alteraciones en la nutricion que causen hipoproteinemia o tratamientos con farmacos
inmunosupresores como hemos mencionado previamente (1). Las herramientas
diagndsticas que se utilizan actualmente para la detecciéon de las inmunodeficiencias
incluyen la evaluacion con métodos cuantitativos y cualitativos de las células del sistema
inmunitario y las moléculas solubles de la inmunidad, el hemograma, el analisis de
subpoblaciones, de expresion de receptores o citocinas y la capacidad de activacion
celular. Ademas, también se utiliza la medicidn de titulos de anticuerpos especificos
ante antigenos vacunales como parte de la evaluacién de la funcién del sistema

inmunitario (1, 3).

Inmunodeficiencia secundaria o adquirida.

Este tipo de inmunodeficiencia es mas comun que la congénita por que puede
ser causada por una gran variedad de mecanismos patogénicos. La inmunodeficiencia
secundaria puede ocurrir por una complicacion bioldgica de otra enfermedad, de forma
iatrogénica por terapias farmacoldgicas o resultar de infecciones que afectan al sistema
inmunologico. Las enfermedades que pueden complicarse con inmunodeficiencia
secundaria incluyen la malnutricion, las neoplasias y las infecciones. La malnutricion
proteico-caldrica resulta en alteraciones en la respuesta inmunologica celular y humoral,
los fundamentos de este tipo de inmunodeficiencia no estan bien definidos, sin embargo,
es razonable concluir que el aporte deficiente de nutrientes afecta la maduracion y
funcion de las células del sistema inmunolégico. Los pacientes oncoldgicos son
susceptibles de infeccidn por las alteraciones de la respuesta celular y humoral que se

produce con la alteracion del desarrollo celular en la médula ésea o por la produccién
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tumoral de substancias que interfieren con el desarrollo y funcion de los linfocitos. Por
otra parte, existen varios tipos de infecciones que pueden resultar en inmunodeficiencia,

como la infeccién por VIH y el HTLV-1. (4)

La inmunodeficiencia iatrogénica se debe usualmente a terapias con farmacos
que inactivan funcionalmente o causan la muerte de las células de la inmunidad innata
y los linfocitos. Este tipo de tratamientos se usan usualmente para prevenir el rechazo

en pacientes trasplantados. (4)

Inmunosupresion en el trasplante de érgano sélido.

Los receptores de trasplante requieren tratamiento de forma indefinida con
inmunosupresores, la mayoria con esquemas de farmacos en combinacion para permitir
la sinergia o para minimizar los efectos adversos. La complicacion mas importante de
esta terapia son las infecciones y el desarrollo de neoplasias. En la siguiente tabla se

describen algunos farmacos utilizados en la terapia post trasplante (5).

Agentes anti-
proliferativos.
(Azatioprina,
Micofenolato
mofetilo)

Inhibidores de la
calcineurina.
(Ciclosporina,

Tacrolimus)

Glucocorticoides.

Globulina anti-
timocito (ATG).

Inhibicion de la proliferacion de
linfocitos mediante el bloqueo de la
sintesis de ADN.

Puede ser directamente citotoxico a
dosis altas.

Inhibicion de la sefalizacion de
células T y previene la activacion de
linfocitos.

Bloquea la transcripcion de citocinas.

Disminucion de la fagocitosis y
liberacién de enzimas proteoliticas.
Disminucion de la activacion y
proliferacion de linfocitos.
Disminucion de la produccién de
citocinas y anticuerpos.

Anticuerpos contra proteinas en la
superficie celular que disminuye o
bloque las células T.

- Aumento de la
susceptibilidad a infecciones.
- Leucopenia.

- Hepatotoxicidad.

- Aumento de la
susceptibilidad a infecciones.
- Hipertension.

- Nefrotoxicidad.

- Diabetogénico (Tacrolimus)
- Hipertrofia gingival,
hirsutismo (Ciclosporina).

- Aumento de la
susceptibilidad a infecciones.
- Sindrome de Cushing.

- Osteoporosis.

- Hiperglucemia
- Hipertension.

- Obesidad centripeta.

- Aumento de la
susceptibilidad a infecciones.
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Anticuerpo monoclonal dirigido - Aumento de la
Basiliximab. contra CD25 (cadena IL-2Ra) que se = susceptibilidad a infecciones.
expresa en células T activadas - Efectos gastrointestinales.

- Aumento de la
susceptibilidad a infecciones.
- Efectos gastrointestinales.
- Hipertension.

- Anemia, leucopenia.

Inhibe selectivamente la activacion

Belatacept. de células T bloqueando CTLA4.

Farmacos inmunosupresores usados comunmente en la terapia post-trasplante de érgano sélido. Marshall
SE, Johnston SL (2018). Chapter 4: Clinical immunology on Davidson’s Principles and Practice in Medicine.
23a ed, Elsevier. pp 61-90.

El objetivo principal de la terapia inmunosupresora en los receptores de
trasplante es evitar el rechazo del aloinjerto. Actualmente existen diferentes protocolos
para el manejo de la inmunosupresion, sin embargo, la terapia con inhibidores de la
calcineurina es el eje del tratamiento en la mayoria de los protocolos y la tasa de rechazo
agudo ha disminuido considerablemente en los ultimos afios con esta terapia. (5, 6) El
rechazo en el trasplante ocurre por que el injerto aumenta la expresion de antigenos
HLA y de mediadores inflamatorios que aumenta la respuesta inmunolégica del
receptor. El sistema inmunologico responde a la discordancia de HLA entre el donante
y el receptor con un complejo procesos que incluye a células presentadoras de antigeno
y linfocitos T. La terapia de induccion es la inmunosupresion inicial y comienza durante
el trasplante en el quiréfano, convencionalmente con anticuerpos anti-CD25 o globulinas
anti-timocito. Posteriormente, en el periodo perioperatorio, se iniciara la terapia de
mantenimiento que comunmente contiene inhibidores de la calcineurina, micofenolato y
corticoides y que debera alargarse para mantener al paciente en un estado de

inmunosupresion. (6)

Infecciones en el trasplante de 6rgano sdlido

Desde el primer trasplante renal en humanos realizado con éxito en 1954, el
campo del trasplante de 6rganos sélidos ha pasado por avances relevantes que nos han
llevado a una mejor comprension de los mecanismos del sistema inmunitario
subyacentes que permiten resultados que permiten al paciente una mejor calidad de
vida. En los ultimos afios se ha avanzado de forma importante en el campo de la
inmunosupresion en el post trasplante, y esto nos ha llevado a prestar atencién en el
desarrollo de infecciones en este periodo que siguen siendo una de las primeras causas

de complicaciones y mortalidad en etapas tempranas y tardias (7).
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Los adelantos en técnicas quirurgicas en las pautas inmunosupresoras han
tenido un papel esencial en los resultados de los trasplantes, han mejorado la
supervivencia en estos pacientes disminuyendo las complicaciones por rechazo. Sin
embargo, las infecciones actualmente son consideradas como una gran barrera en la
supervivencia y la calidad de vida en los pacientes que han tenido un trasplante de
organos solidos (TOS). En general, los eventos infecciosos post trasplante ocupan los
primeros lugares como causa de complicaciones tras el trasplante sobre todo durante el

primer afo (7, 8).

Ademas, las infecciones siguen siendo una causa de gran relevancia que
contribuye a la mortalidad en los pacientes post trasplantados, en la literatura se ha
reportado que son responsables de alrededor del 24% de muertes durante el primer afio
en los trasplantados de rifidn y corazon, el 34% en trasplante de pulmén y el 32% en el

trasplante de higado (7).

0 30 dias a 1 afo pos-TC
30 5
- B Infeccién
M Fallo primario
R0 Rechazo
0 -+
.g Corazdn
- 30 dias a 1 afo pos-TP
30 o
8 = M Infeccién
3 M Fallo primario
g — Bronquiolitis
5 O
g Pulmdn
g Pos-TR
ay M Cardiovascular
10 B Infeccion
Neoplasia
0 -

Rifvon

Causas de muerte en el post- trasplante de 6rgano solido.
(Sarmiento E, Carbone J. Capitulo 5: Inmunoterapia de la inmunodeficiencia secundaria en el trasplante
de érgano sélido en Inmunoterapia de enfermedades de base Inmunoldgica. pp 57-72. Elsevier Espafia,
2018.

La evaluacion inicial de los pacientes para detectar infecciones debe consistir en
la anamnesis y la exploracion fisica, ademas de los antecedentes y sus caracteristicas
demograficas, ademas de revisar las pruebas de cribado inicial de donante y receptor
ya que éstas son fundamentales para reducir el riesgo de infeccién post trasplante (7).
Los factores de riesgo para las infecciones después del trasplante pueden presentarse:
antes (en el receptor o donante), durante o después del trasplante (9). Se pueden
diferenciar los tipos de infecciones y los patégenos involucrados por el tiempo
transcurrido posterior al trasplante. En el periodo pretrasplante, los factores que afectan

el riesgo de infecciones son las enfermedades previas (persistentes, subyacentes o
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enfermedades que empeoran después del trasplante), la colonizacién previa,
infecciones latentes previas que pueden reactivarse (tuberculosis, CMV, VHS, etc.), el

estado de nutricion y la edad del receptor (7, 9).

En el donante es especialmente importante identificar las infecciones latentes o
activas previas a la extraccidbn que pueden expresarse en el receptor por la
inmunosupresion en el postoperatorio (9). Los factores intraoperatorios incluyen: el tipo
de cirugia, el uso de drenajes, el tiempo quirurgico, la hemorragia y la lesion por

isquemia-reperfusion (9).

En el post trasplante, los inmunosupresores son el principal factor de riesgo para
los eventos de infeccion (7, 9). El tiempo de aparicion de infecciones puede relacionarse
con los patégenos causales y esto da la pauta para el uso de estrategias profilacticas
en cada etapa. Los avances en la supervivencia del injerto y del paciente en el post
trasplante han ido avanzando a la par de la reduccion de las infecciones y la mortalidad

a causa de estas (7).

La frecuencia, el tipo de infeccion y el microorganismo causante tras el trasplante
tiene un patron de aparicién que ya ha sido estudiado en estos pacientes, por lo que en
la evaluacion de las infecciones también debe considerarse el tiempo transcurrido desde
el procedimiento quirurgico (7). Las infecciones tempranas (0-30 dias), usualmente se
deben a factores del pre-trasplante, complicaciones quirurgicas, infecciones
hospitalarias, colonizadores pretrasplante, y infecciones derivadas del donante (7, 9).
En este periodo se incluyen a bacterias Gramnegativas y Grampositivas (incluyendo
patégenos multiresistentes), hongos (especies de candida u otras oportunistas), virus
del herpes simple y virus respiratorios nosocomiales. Los tipos mas frecuentes en este
periodo de tiempo son aquellas asociadas a catéteres vasculares, la neumonia
nosocomial, la colitis por Clostridium difficile y las infecciones de la herida quirurgica (7,
9).

En el periodo intermedio (1 - 6 meses), aparecen infecciones por efectos de la
inmunosupresion por farmacos, por patdogenos latentes que se han reactivado en el
receptor, como la Nocardia, micobacterias (tuberculosas y no tuberculosas), CMV, VEB,
Varicela-zoster, virus BK y otros respiratorios; y oportunistas, como Pseudomona spp y
Pneumocystis jirovecii (9). Las tasas de infecciones quirurgicas en estos pacientes
disminuyen después de los 30 dias y aumentan las infecciones oportunistas asociadas

a los cuidados hospitalarios y la inmunodepresion (7, 9).
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En este periodo, la infeccion mas destacable a mencionar es la enfermedad por
CMV que aparece usualmente entre las 4 y 6 semanas post trasplante, sin embargo, su
aparicion y su frecuencia se ha modificado con el uso reciente de profilaxis antiviral
sistémica que usualmente se administra dentro de los primeros 3 a 6 meses después
del procedimiento. El factor de riesgo mas importante en estos pacientes para la
enfermedad por CMV es la discordancia en las serologias entre el donante (D+) y el
receptor (R-), ya que estos receptores no tienen una reserva de células T CD8+ ni de
anticuerpos especificos para el CMV por lo que presentan porcentajes altos de viremia
e infeccién sintomatica. (7). Es importante destacar que en pacientes post trasplantados
que llevan terapias inmunosupresoras, el CMV sigue siendo una de las infecciones mas
importantes y con gran mortalidad, esto se debe a que el control inmunolégico del CMV
depende de varios mecanismos inmunitarios como los linfocitos NK como primera linea
de defensa y los linfocitos T CD4+ y T CD8+, que se encuentran alterados por estas
terapias y representan una oportunidad de investigacion y prevencion y tratamiento

precoces de infecciones (7).

Después de los 6 meses, la mayoria de los pacientes recibe esquemas de
tratamiento inmunosupresivo estable y se vuelve susceptible de infecciones adquiridas
en la comunidad (aunque tienen riesgo de patdgenos oportunistas durante toda la vida),
influenciadas nuevamente por las comorbilidades preexistentes, complicaciones de
cada paciente y la tasa de infecciones de cada trasplante, ya que, por ejemplo, los
receptores de corazon, rifién e higado tienen tasas mas bajas de infeccién tardia
comparado con otros trasplantes como pancreas y pulmon (7,9). Los pacientes con
disfuncion del injerto o complicaciones que ameritan reintervenciones tienen mas riesgo
de infecciones en este periodo tardio, ademas de otras manifestaciones tardias que
pueden deberse a infecciones virales reactivadas o cronicas como el herpes zdster. En
este periodo también hay que poner atencién a la aparicion de las neoplasias cutaneas
y aquellas asociadas a infecciones virales como los sindromes linfoproliferativos por

VEB que aparecen después del primer afio (7).

La identificacion de individuos susceptibles de infeccidon y su seguimiento es
importante ya que la respuesta inflamatoria asociada a la invasion de microorganismos
puede resultar disminuida o enmascarada en pacientes inmunosuprimidos (9). La
bacteremia por diversos focos de infeccion (mayormente por infeccion de vias urinarias)
es mas frecuente en estos pacientes. El riesgo de infeccion se determina por la sinergia
de dos factores principales: la exposicion y el denominado “estado neto de

inmunosupresion” (“net state of immunosupression’) que es una medida de la
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susceptibilidad a la infeccion. Este estado se compone de factores como el esquema de
terapias inmunosupresoras, enfermedades de base, complicaciones en el injerto,
dispositivos invasivos (vasculares, sondas, drenajes, etc.), e infecciones concomitantes
con virus inmunomoduladores (CMV, VEB, HVH, VHB, VHC, etc.). (7,9)

En estos pacientes, la monitorizacion inmunolégica actualmente se centra
mayormente en el seguimiento de los niveles de farmacos inmunosupresores y en la
deteccién de infecciones de forma temprana (9). La inmunodepresion por farmacos en
estos pacientes es uno de los factores mas evidentes y relevantes que pueden contribuir
a infecciones en los receptores (7,9). Sin embargo, esto puede no ser suficiente. La
modificacion de protocolos de inmunosupresion y los esquemas de profilaxis antibiética
suelen establecerse por las caracteristicas clinicas, hematologicas y seroldgicas de los

pacientes.

Es probable que la monitorizacion de las alteraciones de la inmunidad humoral y
celular sea necesaria para prevenir eventos infecciosos en el post trasplante y deberia
implantarse de forma sistematica en el trasplante de érganos sélido (8). La deficiencia
en la inmunidad humoral, en particular la hipogammaglobulinemia es un biomarcador
estudiado en la literatura y el principal evaluado en los ensayos de inmunoterapia en
nuestro grupo y en otros centros como factor de riesgo para infecciones bacterianas y
por CMV en el post trasplante renal y cardiaco (8). En nuestro grupo se realizé un
estudio multicéntrico en que se evaluo la deficiencia de IgG, C3 y C4 en los primeros 30
dias post trasplante y se confirmo que estas inmunodeficiencias se encuentran en mayor
riesgo de desarrollar infecciones graves globales bacterianas o enfermedad por CMV
(3, 8).

Infecciones en el trasplante renal.

El trasplante renal (TR) es una terapia establecida actualmente para los
pacientes con enfermedad renal terminal, que mejora notablemente su supervivencia y
calidad de vida (9, 10). La funcion y supervivencia del injerto se han mejorado con la
introduccion de farmacos inmunosupresores, pero también se han presentado nuevos

retos como la infeccién en el post trasplante (10).
La combinacion del estado de inmunosupresién y los potenciales riesgos

quirurgicos y complicaciones técnicas del trasplante, predisponen a esta poblacion a

secuelas infecciosas de importancia clinica. Los factores de riesgo que se han reportado
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mas frecuentes fueron la obesidad (un indice de masa corporal igual 0 mayor de 30
kg/m2), las fugas urinarias, la reintervencion en la misma incision, la inmunosupresion
con micofenolato y el antecedente de diabetes mellitus. Las infecciones urinarias son
las causas mas frecuentes de infeccion y fiebre en el post trasplante, sobre todo en los
primeros 6 meses del seguimiento, teniendo mas riesgo aquellos pacientes que
requieren el uso de materiales de endoprétesis (11). Aunque algunos trasplantados
siguen teniendo complicaciones infecciosas incluso después de este tiempo y esto se

relaciona con inmunosupresion post trasplante excesiva o disfuncion del injerto (7, 11).

En los pacientes receptores de trasplante renal, la mayoria de las infecciones,
incluidas las bacteremias, tienen como foco de origen el aparato urinario, en general, la
mayoria corresponden a cistitis no complicadas, y en menor proporcion, a pielonefritis
del injerto. Estas infecciones se han asociado en la literatura con disfuncion del injerto
a largo plazo y a menor supervivencia en los primeros 3 afios. Ademas de los patégenos
usuales, debera ponerse atencién a microorganismos poco frecuentes como la
tuberculosis urinaria, la infeccion por Mycoplasma hominis o por Corynebacterium
urealyticum, y la infeccion del aloinjerto por virus BK que no produce sintomatologia

clinica sistémica (7).

El diagndstico temprano y especifico es esencial para conseguir resultados
clinicos adecuados y beneficiarse de la medicina personalizada mediante la
monitorizaciéon inmunoldgica de cada paciente (9, 10). La inmunidad humoral tiene un
papel importante en todos los escenarios de infeccién (10). En los pacientes con
enfermedad renal crénica y portadores de trasplante renal (TR), los valores circulantes
de inmunoglobulinas se ven afectados por distintos factores como la malnutricién, la
inflamacion crénica por las terapias de sustitucion de la funcion renal y por el tratamiento

inmunosupresor (10).

Existen diversos estudios en la literatura que reportan el impacto que tiene el TR
en los valores de 1gG, la cual llega a descender hasta el 52% en el primer mes post
trasplante, lo cual conlleva una mayor incidencia de infecciones que afectan la funcion
del injerto y la supervivencia de los pacientes (10). Fernandez-Ruiz et al, ha reportado
una asociacion con la hipogammaglobulinemia (HGG) y la incidencia de bacteremia y
episodios de pielonefritis aguda y en trabajos previos de Carbone et al se ha fortalecido
esta asociacion demostrando el descenso de la incidencia de infecciones con la
aplicacion de inmunoglobulina intravenosa (Ig 1V) en pacientes con trasplante cardiaco

(12). El sistema de complemento también se ve afectado en estos pacientes,
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encontrando en algunos estudios a C3 el mas util por su funcién como convergencia de
las vias de activacion, y siendo éste identificado como factor de riesgo para infeccion

global en los diferentes periodos del seguimiento (12,13).

Infecciones en el trasplante cardiaco.

Segun el registro de la International Society for Heart and Lung Transplantation
(ISHLT 2016) las infecciones son la primera causa de muerte entre los 30 dias y el
primer afio post trasplante (7, 8). En el periodo pretrasplante, los dispositivos mecanicos
de asistencia del ventriculo izquierdo (DAVI) se emplean de forma alternativa al
trasplante y las infecciones de estos dispositivos son frecuentes (de la via de
alimentacion, el punto de salida, el bolsillo, del dispositivo, etc.), pueden asociarse a
diseminacion hematégena y su tratamiento plantea dificultades de cara al trasplante,
aunque no se consideran como una contraindicacién para el trasplante. Los datos
disponibles sugieren que el uso de antibidticos pre y post trasplante se asocian a una

disminucion de recaidas (7).

Las infecciones mas frecuentes en el post trasplante de este tipo son las
neumonias (tempranas por bacilos gramnegativos y S. aureus, y tardias por
neumococos, H. influenzae y virus de la gripe) que pueden aparecer hasta en el 80% de
estos pacientes, infecciones urinarias, por virus herpes y las infecciones invasivas por
hongos (7, 8). La bacteriemia aparece en un 5-10% de estos pacientes, la fuente mas
frecuente es la neumonia y las infecciones por catéteres, pueden presentarse en
cualquier momento del seguimiento del post trasplante, aunque el estado de
inmunodepresion determina el riesgo de patégenos oportunistas en estos pacientes (7,
8). La mediastinitis y las infecciones de herida quirargica son complicaciones
particulares que se presentan en el postoperatorio de los receptores de trasplante
cardiaco y pulmonar con una incidencia de 2.5% y los microorganismos involucrados
son similares a otros pacientes sometidos a cirugias cardiacas, aunque se han descrito
infecciones por M. hominis, Legionella, Aspergillus, mucormicosis y Nocardia. Hay
algunos factores que se han encontrado en la literatura como predisponentes a la
mediastinitis como el tratamiento inmunosupresor y la diabetes mellitus (7, 8). Los
pacientes receptores de trasplante cardiaco también tienen frecuentemente traumas en
la valvula tricuspide y el endocardio del ventriculo derecho producidos iatrogénicamente
por la toma de biopsias en el seguimiento post trasplante, que les ocasiona un riesgo

adicional de complicaciones post operatorias por endocarditis (7).
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Los episodios de infeccién durante las primeras semanas tras el trasplante es
un factor de riesgo de muerte a los 5 afios, es decir, que las infecciones antes del alta
hospitalaria podrian ser factores que incrementen la mortalidad y por tanto prevenibles
con ajustes en el tratamiento y con medidas profilacticas con inmunoterapia (15). Se ha
descrito en estos pacientes la relacién entre la hipogammaglobulinemia (HGG) y el

riesgo de infecciones graves que precisan tratamiento hospitalario (16).

Infecciones en el trasplante hepatico.

Las infecciones post trasplante hepatico son las complicaciones mas comunes y
son la primera causa de muerte en este grupo de pacientes durante el primer afio y una
de las causas mas frecuentes de mortalidad en periodos precoces post trasplante. Este
grupo de trasplantados tienen una frecuencia de infeccidn superior a otros grupos como
los trasplantes renales o cardiacos, las infecciones aparecen en el post trasplante del
59-68% de los pacientes y alrededor de la mitad se producen en las 2 primeras semanas
(7,17, 18)

En cuanto a la etiologia, los focos de origen mas relevantes son el abdomen, la
via biliar, la herida quirdrgica, las neumonias, bacteremias o infecciones de vias
vasculares. El trasplante hepatico se diferencia de otros en la duracion de la cirugia, la
dificultad del procedimiento y la frecuencia de complicaciones hemorragicas, ademas
de que, por la fisiopatologia de la enfermedad hepatica, los pacientes tienen un mal

estado nutricional y dificultades metabdlicas (7).

Las infecciones pueden dividirse en dos grupos, el primero relacionado con la
intervencion quirdrgica y las medidas invasivas (principalmente bacterianas por
enterobacterias, pseudomonas y estafilococos) que aparecen en el periodo inmediato.
El punto mas débil de estos procedimientos son las anastomosis biliares y vasculares,
que dan lugar a complicaciones como abscesos hepaticos, colangitis por estenosis
biliar, peritonitis biliar u otras infecciones intraabdominales secundarias a isquemia
hepatica causada por trombosis arterial u obstruccion y estasis biliar por estenosis de la
anastomosis del conducto biliar (7). El segundo grupo son las infecciones causadas por
microrganismos oportunistas y que se encuentran relacionadas con inmunodeficiencias
(principalmente fungicas y bacterias como el CMV) (17). Los receptores de trasplante

hepatico tienen una tasa de infecciones fungicas de un 15-42% con una mortalidad de
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25-82%, los factores de riesgo son la enfermedad renal, el fallo hepatico fulminante, la

cirugia prolongada o el retrasplante y la colonizacién por candida pretrasplante (7, 19).

En la actualidad, la supervivencia de los pacientes trasplantados de higado es
de alrededor del 90% al afio del trasplante y ha presentado un ascenso gradual en los
ultimos afios, esto probablemente se deba a los avances en el tratamiento de las
recurrencias de hepatitis C con los nuevos tratamientos antivirales, aunque es
interesante que las complicaciones cardiovasculares ahora ocupan un lugar importante
en la mortalidad post trasplante por el aumento de los pacientes con esteatohepatitis no
alcohdlica con sindrome metabdlico (17). La calidad de vida en el post trasplante es
buena en la mayoria de los casos, sin embargo, en un 10-20% de los pacientes esta
calidad de vida se ve disminuida por las complicaciones entre las cuales se encuentran

las infecciones (17).

Nuestro grupo de investigacién ha reportado en otros trabajos la prevalencia,
caracteristicas y el impacto de inmunodeficiencias en el trasplante de érgano sdlido, con
el propdsito de identificar biomarcadores como la hipogammaglobulinemia o la
hipocomplementemia, con potencial para introducirse como una practica habitual en la
practica clinica diaria (12, 14, 20). Este trabajo de investigacion pretende apuntar a una
mejor estrategia para el seguimiento inmunolégico que intenta centrarse en encontrar
marcadores especificos para la prediccion de riesgo de infeccion y prevenir de esta
forma fallos en la funcion del injerto, complicaciones postoperatorias graves y la

mortalidad por infecciones en esta poblacién (10).

A pesar de los avances actuales en la cirugia y la terapia inmunosupresora, las
infecciones siguen siendo un problema importante asociado a la mortalidad, este estudio
multicéntrico presenta variables inmunoldgicas (humorales y celulares), clinicas y
bioquimicas que se asocian a un mayor riesgo de infeccion y mortalidad en el post
trasplante que pueden usarse como biomarcadores en la practica clinica diaria de
centros hospitalarios donde se realizan trasplantes de 6rgano solido para detectar de
forma precoz e iniciar tratamiento y medidas adecuadas y eficaces para evitar

complicaciones y mejorar la calidad de vida de estos pacientes.
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Hipotesis de trabajo y Objetivos.

Hipétesis de trabajo.

La medicion de los biomarcadores inmunolégicos, hematolégicos y bioquimicos
son Utiles para identificar pacientes que se encuentran en riesgo de eventos

infecciosos severos en el periodo post trasplante de 6rgano sélido.

Objetivos generales.

Principal:

Evaluar el valor de los biomarcadores inmunologicos, hematoldgicos vy
bioquimicos de inmunodeficiencia secundaria que influyen en la prediccion de
infecciones en pacientes trasplantados, para generar evidencia que apoye la
inclusion de éstos en los protocolos de evaluacién de los receptores antes y

después del trasplante.

Secundarios:

- Establecer un punto de corte para los biomarcadores para el riesgo de

infecciones en el post trasplante.

- Determinar si existe relacion con condiciones clinicas preexistentes y el riesgo

de infecciones en el post trasplante.

- Establecer perfiles de riesgo para eventos de infecciones severas en el post

trasplante.
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Material y Métodos:

Se ftrata de dos estudios prospectivos, observacionales, multicéntricos
internacionales. Se realizé el calculo del tamafio muestral con nivel de confianza al
95%, potencia estadistica 80% e incidencia de los eventos infecciosos de 30%,
obteniendo una poblaciéon minima necesaria de 163 pacientes sometidos a trasplante,
para ambos estudios lo cual se cumplié. Se invitd la participacion de los centros
hospitalarios nacionales e internacionales y se realizo el reclutamiento de los pacientes
durante el periodo de 2018 a 2020 complementando datos recogidos previamente en

bases de datos hasta completar el tamafio muestral (bases de datos desde 2002).

Se ha realizado el seguimiento de las cohortes de los 2 estudios en tiempos
distintos por lo que se han separado para reportar los resultados en este trabajo de tesis

doctoral.

El Estudio 2 es un estudio multicéntrico de trasplante renal internacional cuyos
resultados han sido publicados recientemente (Anexo 1). Complementa bien la
evaluacion de biomarcadores del estudio 1 ya que este estudio multicéntrico
internacional solo pudo incluir unos pocos trasplantes renales debido a la pandemia
COVID19.

Los criterios de inclusién incluyeron: pacientes adultos sometidos a trasplante de
organo sélido, autorizacion para participacion en el estudio mediante consentimiento
informado. Los criterios de exclusion incluyeron: inmunodeficiencia primaria conocida
previa, terapia con inmunoglobulina IV en los 6 meses previos al reclutamiento,

enfermedades infecciosas oportunistas presentes en el momento del reclutamiento.

Estudio 1. Se invit6 a participar en este estudio a varios centros hospitalarios de
distintos paises, pero por varias razones no fue posible la participacion efectiva de todos
ellos. Debido a la crisis sanitaria ocasionada por el COVID-19 durante el 2020 - 2021,
se suspendid o disminuyd la actividad de trasplante en varios de los centros
hospitalarios incluidos en el seguimiento en este protocolo y ello motivé que solo se
pudiera completar el estudio con 2 centros del estudio internacional. El Anexo 2 detalla

los centros hospitalarios invitados a participar en nuestro protocolo.

Se realizd un seguimiento clinico de 6 meses para la identificacion de eventos

infecciosos (presencia en cultivo de un microorganismo patégeno, sintomatologia
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derivada de la invasién del microorganismo o de la respuesta inmunolégica del huésped,
y que requiere tratamiento hospitalario/ intravenoso). En este estudio, todos los centros
participantes utilizaron la misma pauta de inmunosupresion. Se analizaron puntos de
medicidon pre-trasplante, dia 7 (D7) y dia 30 (D30) incluyendo la identificacion de
caracteristicas clinicas, biomarcadores de inmunidad humoral (I1gG, IgA, IgM, C3, C4)y
celular (estudio de poblacién de linfocito T (CD3+) y sus subpoblaciones principales
CD4+, CD8+, CD19+B and CD16/56-NK) en porcentaje y numeros absolutos;
hematoldgicos (hemograma) y bioquimicos (perfil renal, hepatico y nutricional). Se han
seleccionado estos marcadores ya que son pruebas realizadas rutinariamente en otros
escenarios, estan disponibles facilmente, los resultados pueden obtenerse de manera

rapida y a bajo costo y pueden ser reproducibles en diferentes centros hospitalarios.

Estudio 2. El estudio multicéntrico internacional de trasplante renal no se vio
afectado por la pandemia COVID-19 ya que temporalmente incluyé reclutamiento en
una fase anterior. Incluy6 3 centros en Espafia y 1 de Chile. En este estudio se evalu6
el rol como biomarcador de los niveles de IgG, IgA, IgM, C3, C4 (determinados por
nefelometria o turbidimetria) y de anticuerpos especificos anti-CMV y anti-polisacarido
de neumococo (por ELISA comercial). Por primera vez se analiza el rol combinado de
la hipogammaglobulinemia IgG con nivel bajo de anticuerpos especificos. Se decidio
utilizar para este segundo estudio la enfermedad CMV y la presencia de infecciones

bacterianas recurrentes como los eventos de infeccion mas relevantes a evaluar.

La reciente definicion de la Agencia Europea del Medicamento (EMA) de
hipogammaglobulinemia con deficiencia de formacion de anticuerpos como indicacion
inmunoldgica para el uso de inmunoglobulinas intravenosas justificé tal definicion de tal
manera que este estudio se alinea con la actual forma de seleccionar pacientes para

inmunoterapia.

Metodologia de laboratorio.

A continuacion, se describen las técnicas y métodos de cuantificacién utilizadas

en este estudio.

1) Nefelometria. Parametros estudiados: IgG, IgA, IgM, Complemento C3 y C4,
y subclases de IgG.
La nefelometria se define como la deteccidon de la energia luminica dispersa o

reflejada hacia un detector que no se encuentra en el camino directo del haz luminoso.
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Las mediciones se realizan a menudo en un determinado angulo en relacion con dicho
haz. Es un procedimiento analitico que se basa en la dispersion de la radiacion que
atraviesan las particulas de materia. Cuando la luz atraviesa un medio transparente en
el que existe una suspension de particulas solidas, se dispersa en todas direcciones y
como consecuencia se observa turbia. La intensidad depende de: el niumero de
particulas suspendidas, su tamafo, su forma, los indices refractivos de la particula y del
medio dispersante, y la longitud de onda de la radiacion dispersada. Concentracion:
Mayor sea el numero de particulas, mayor es la dispersién. 2. Tamafo de la particula:
Factores como el pH, la velocidad y orden de la mezcla, concentracion de los reactivos,
duracion del estado de reposo y la fuerza ionica. 3. Longitud de onda: Generalmente las
muestras se iluminan con luz blanca, pero si estan coloreadas, se debe escoger una
porcion del espectro electromagnético en la que la absorcidon del medio se reduzca al
minimo. El instrumento usado en la nefelometria, el nefelémetro. Es un tipo de
instrumento fotométrico para la determinacion de proteinas especificas en diferentes
fluidos biologicos. Este método es apropiado para ensayos cuantitativos que usan

complejos antigeno-anticuerpo y para medir la cantidad de proteinas en fluidos.

2) Turbidimetria. Parametros estudiados: IgG, IgA, IgM, Complemento C3 y C4.

La turbidimetria es una técnica analitica de medicion que determina cuanto se
atenua un haz de luz que se traslada a través de una suspension. Esta atenuacion se
produce gracias a los fendmenos de absorcion y dispersion que experimenta la luz
debido a las particulas. Con esta metodologia se suelen deducir las dimensiones de las
particulas presentes en una suspensién mediante la medicion de la turbidez que hay en
esta. Este procedimiento se usa para cuantificar la absorcion y dispersion de la luz: se
demuestra su dependencia de las dimensiones de las particulas y de la concentracion
de estas en la suspension. Los métodos analiticos basados en la turbidimetria poseen
ciertas ventajas, como, por ejemplo: cortos tiempos de analisis, simplicidad
experimental, costos reducidos (con relacién a otros procesos), ausencia de dafio a la
muestra y eliminacion de la necesidad de calibrar. El fundamento de la turbidimetria es
la medicién de la intensidad de la radiacién luminica que se transmite a través de un
medio constituido por particulas que manifiestan cierta dispersion, las cuales poseen un
indice de refraccion distinto al de la suspensién donde se encuentran. En esta técnica
la luz atraviesa un filtro, por lo que se produce una radiacion de la que se conoce su
longitud de onda; después, esta radiacion atraviesa una cubeta en la que se encuentra
una solucioén y es recolectada por una celda de naturaleza fotoeléctrica. Asi se obtiene
una cuantificacion de la luz que se ha absorbido. Se puede decir que la turbidez de un

fluido se debe a la presencia de particulas que se encuentran finamente divididas en
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suspension; por lo tanto, al hacer que un haz de luz atraviese una muestra que posee
cierta turbidez, se observa la disminucién de su intensidad debido a la dispersién. Por
otro lado, la cantidad de radiacion luminica que se ha dispersado es dependiente de la
distribucién de las dimensiones de las particulas y su concentracion, y se mide a través
de un dispositivo llamado turbidimetro. La estructura de los turbidimetros esta
constituida por una fuente de radiacion luminica, una lente que permite enfocar y
conducir un haz de luz a través de un fluido y un dispositivo de naturaleza fotoeléctrica

encargado de detectar y estimar la cantidad de radiacién luminica que se ha dispersado.

3) ELISA. Parametros estudiados: Cuantificacion del nivel de anticuerpos IgG
especificos anti-CMV e IgG anti-polisacarido de neumococo (23 serotipos).

ELISA es el acronimo en inglés para enzimoinmunoanalisis de adsorcion. Se trata
de un examen de laboratorio comunmente usado para detectar anticuerpos en la sangre.

3a) ELISA anti-CMV. Se trata de un ELISA indirecto para la determinacion
cuantitativa de anticuerpos anti-CMV IgG, en suero o plasma humano. Los anticuerpos
anti-CMV IgG presentes en la muestra se unen al antigeno inactivado de CMV que esta
marcando la placa soélida del ELISA. Tras un paso de lavado de la placa, se afiade un
conjugado. Tras una incubacién y nuevo lavado de la placa, se anade sustrato. Se
produce entonces una reacciéon quimioluminiscente o cromatografica que se mide con
un colorimetro. El resultado es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos
anti-CMV IgG presentes en la muestra. Conjugado: Anticuerpo de conejo conjugado con
peroxidasa (fragment F(ab) para IgG humana. Sustrato: tetrametilbencidina.
Colorimetro: longitud de onda 450/650. Reactivo utilizado: Enzygnost Anti-CMV IgG,
Siemens, Marburg, Germany.

3b) ELISA anti-polisacarido de neumococo. Para la evaluacion de potenciales
biomarcadores de riesgo de la inmunidad humoral especifica para desarrollo de
infecciones bacterianas recurrentes se utilizé un KIT ELISA de IgG e 1gG2 anti-
polisacarido de neumococo multivalente que en laos pocillos de la placa sdlida tienen
23 serotipos de pneumococcus pneumoniae. Los serotipos en la placa son los mismos
que contiene la vacuna pneumovax 23 (Serotipos: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A,
11A, Page 3 2 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F y 33F). Los anticuerpos
anti-neumococo son un biomarcador surrogado de la evaluacié de la capacidad de
formacion de anticuerpos anti-antigenos bacterianos timo independientes. Reactivo

utilizado: VaccZyme™ Binding Site, Birmingham, United Kingdom.
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4) Citometria de Flujo. Parametros estudiados: Cuantificacion del nivel de
células T CD3+, CD4+, CD8+, células B CD19+, y de células Natural Killer NK
(CD3-CD56+/CD16+).

La citometria de flujo es una técnica de analisis que permite identificar y cuantificar

a diferentes subpoblaciones celulares simultdneamente, asi como obtener gran
informacion de ellas dependiendo de las proteinas que se expresen en su citoplasma o
en la superficie. El citometro de flujo mide el tamano y la granularidad de las células, asi
como la fluorescencia relativa de la misma asociada a un anticuerpo monoclonal que se
dirige especificamente a las dianas de las células que interesa identificar. Esta
informacién se determina usando un sistema Optico acoplado a un procedimiento
electrénico que graba la manera en que la célula dispersa el haz de luz y emite
fluorescencia. Un citdmetro de flujo, aparato que se utiliza en esta metodologia, se
encuentra compuesto por tres principales sistemas, el de fluidos, el optico, y el
electrénico.

El sistema de fluidos se encarga de transportar a las células una a una hacia el haz
de luz; el sistema éptico, compuesto por laseres y detectores que registran la luz emitida
por la célula, y un sistema electronico que recibe las sefiales luminosas y las codifica en
graficos. Su principal funcion es alinear y transportar a las células dentro de una camara
de flujo hacia el haz de luz; por tanto, es necesario que la muestra se encuentre
suspendida en un fluido. Esto se consigue mediante una propiedad hidrodinamica, que
consiste en la inyeccién de la muestra en el centro de una corriente de fluido envolvente,
el cual puede ser agua o un buffer de fosfatos. Esto se logra porque la presion de la
muestra es mayor que la presion del liquido envolvente. Gracias a este sistema, las
células pueden ser alineadas en “fila india”, y de esta manera se asegura que el haz de
luz incida sobre una célula a la vez.

El sistema optico esta compuesto por laseres y filtros, que se encargan de iluminar
a las células y dirigir las sefales resultantes hacia los detectores apropiados. Las
células, al ser incididas por el laser, tendran la capacidad de dispersar la luz de acuerdo
con su tamafio y su granularidad, asi como por la fluorescencia que emita un
fluorocromo asociado al anticuerpo monoclonal que se usa para marcar a la célula.

En caso de que la luz se disperse frontalmente, se obtendra un parametro denominado
FSC (forward scatter), que indica el tamafio de la célula. Por ello, las células marcadas
con fluorocromos seran excitadas por el laser y la luz sera dirigida hacia un fotodetector,
el cual recibira la longitud de onda emitida por la excitacion del fluorocromo.

Gracias a este sistema, se puede conocer el tamafo y la granularidad de la

célula, asi como las proteinas que se expresan (marcadores), permitiendo asi la
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identificacion de los diferentes tipos celulares. A medida que el citdmetro posea mas
detectores, mayor sera su capacidad para identificar mas poblaciones celulares.

Sistema electronico. Una vez que la sefal luminosa es generada cuando el haz
de luz incide en la célula, ésta debe traducirse en sefales electrénicas. El sistema
electronico consta de sensores luminosos como fotodiodos y fotomultiplicadores, que
tienen la finalidad de convertir los fotones en electrones y éstos, a su vez, en corriente
eléctrica. De este modo, la sefial eléctrica es recibida por el ordenador y traducida por
un software en graficos de puntos (dot plots) e histogramas.

Anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos. Como se mencioné
anteriormente, el marcaje celular con anticuerpos monoclonales acoplados a
fluorocromos representa un paso importante para la identificacion de subtipos celulares
mediante el uso de la técnica de citometria de flujo. Los anticuerpos monoclonales
permiten detectar y “marcar o etiquetar” poblaciones especificas de células y también
caracteristicas funcionales de las mismas. Esta tecnologia consiste en la creacion de un
anticuerpo que sea capaz de unirse a una estructura especifica (antigeno), mismo que
se expresa en el tipo celular que se requiere identificar.

Adicionalmente, este anticuerpo debe contener una unién covalente a un
fluorocromo, que emitira luz fluorescente cuando sea excitado por el laser; de este
modo, la célula se “tife” y facilitara la identificacién de las células que se unieron al
anticuerpo o marcador. Las moléculas emitiran luz verde, naranja, azul, roja o amarilla,
dependiendo del fluorocromo seleccionado. Ello permitira estudiar diversas poblaciones
celulares a la vez. Dependiendo del modelo de citdmetro de flujo que se utilice, sera la
cantidad de colores que se puedan leer simultaneamente.

Analisis de resultados. Los resultados obtenidos pueden ser representados
mediante diferentes estilos, desde una grafica de puntos hasta una figura tridimensional;
la clave se centra en seleccionar los graficos que reflejen los resultados con precision y

sin generar confusiones.
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Analisis estadistico:

Se realizaron medidas descriptivas y de tendencia central para las variables
cuantitativas y cualitativas. En el analisis de asociacion para infecciones y mortalidad en
el post trasplante, se uso la prueba T de student para variables cuantitativas y la X*en
las categdricas. Se consideran valores de p < 0.05 como significativos para estos

analisis.

En la evaluacién para los puntos de corte de los biomarcadores asociados a
riesgo de infeccidn se realizaron curvas COR para dividir a los pacientes en 2 grupos de
acuerdo con el punto de corte con mayor sensibilidad y especificidad y posteriormente

se realizaron los analisis estadisticos comparando estos dos grupos.

Posteriormente se aplicé el analisis con la regresion logistica para crear modelos
de impacto para evaluar a los marcadores clinicos, bioquimicos e inmunolégicos como
potenciales factores de riesgo para infeccion en el post trasplante con todos los puntos

de seguimiento y la infeccion como resultado final.

Con esta informacion se construyeron escalas inmunolégicas (inmunoscores)
para valorar el riesgo de los pacientes utilizando la combinacion de varios
biomarcadores. Para ello se utilizaron los Odds Ratio que se obtuvieron en los modelos
de regresién logistica para asignar puntos a los biomarcadores. La suma de puntos

constituye la escala o inmunoscore.
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Resultados

Se reportan los resultados de ambos estudios, en primer lugar, el estudio

multicéntrico de trasplante de 3 grupos; hepatico, renal y cardiaco (Estudio 1), y en

segundo el estudio multicéntrico internacional de trasplante renal (Estudio 2).

Estudio 1.

En el estudio multicéntrico de trasplante de o6rgano solido, se realizo el

seguimiento a 538 pacientes. Debido a la crisis sanitaria provocada por la pandemia de

la COVID-19 algunos de los centros hospitalarios en el extranjero incluidos inicialmente

en el seguimiento suspendieron sus actividades de trasplante y no fue posible incluirlos

en el estudio. Las caracteristicas demograficas y variables clinicas se detallan en la

tabla 1.

Trasplante Renal

Trasplante Hepatico

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion estudiada.

Trasplante Cardiaco

Pais

Sexo

Edad

Grupo sanguineo

Rh

Antecedente de

cardiopatia isquémica
Antecedente de DM2

Antecedente de HTA

Dislipemia
Obesidad

Tabaquismo

Anemia pretrasplante

Rechazo

Uso de Basiliximab

Infeccion post-
trasplante

Exitus

Espafia 63% (5)
Pert 37% (3)

Mujer 25% (2)
Hombre 75% (6)

60 (DE +/- 22)

A 50% (4)
0 50% (4)

Positivo 37.5% (3)
Negativo 12.5% (1)

25% (2)
62.5% (5)
62.5% (5)
37.5% (3)
12.5% (1)
25% (2)
50% (4)
12.5% (1)
37.5% (3)
50% (4)

0% (0)

Esparfia 90% (198)
Perd 10% (24)

Mujer 22.1% (49)

Hombre 77.9% (173)

54 afios (DE +/-10)

A 62.1% (72)
B 7.8% (9)
AB 3.4% (4)

0 26.7% (31)

Positivo 90.4% (104)

Negativo 9.6% (11)
5.9% (13)
41% (91)
34.7% (77)

27.9% (62)
66.7% (16)
50.5% (112)
30.2% (67)
23.4% (44)
46.7% (70)
67% (150)

12% (27)

Esparia 100% (308)

Mujer 26.3% (81)
Hombre 69.5% (214)

53 afios (DE +/- 12)

46.4% (143)
4.5% (14)
6.8% (21)

56.5% (174)
4.2% (13)

53.2% (164)

6 (11.5%)

46% (144)

33% (103)
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Se realiz6 seguimiento con 3 tiempos de estudio: pretrasplante, 7 dias y 30 dias
después del trasplante. Se recolecté también la informacién correspondiente al periodo
en lista de espera y los dias de ingreso en hospitalizacién post trasplante (Tabla 2)
contrastandolos con los eventos de infeccion post trasplante y el exitus sin encontrar

asociaciones estadisticamente significativas con estas variables.

Tabla 2. Media de tiempo de espera y hospitalizaciéon (Media, +/- DE)

Renal Hepatico Cardiaco
Ti lista d di 309.5 182 41.25
iempo en lista de espera (dias) | ne'y)'343)  (DE +/-193.2) (DE +/- 168.3)
Tiempo de hospitalizacion post 76.5 20.3 32.7
trasplante (dias) (DE +/- 47.5) (DE +/- 18.5) (DE +/- 61.7)

En este estudio solamente se ha recabado la informacioén respecto al uso de
Basiliximab en los pacientes trasplantados en los centros participantes, no fue posible
recabar informacién detallada de todos los centros de la terapia inmunosupresora de

induccion (por ejemplo, del uso de timoglobulina).

Identificacion de valores de corte para biomarcadores inmunolégicos

Mediante curvas COR se establecieron puntos de corte para los valores de
inmunoglobulinas y factores de complemento, con una sensibilidad y especificidad de

aproximadamente 70 y 80% respectivamente.

Se establecié como hipogammaglobulinemia (HGG) valores de IgG < 900 mg/dl,
IgM < 60 mg/dI e IgA < 200 mg/dl; e hipocomplementemia con C3 < 80 mg/dl y C4 < 20
mg/dl. En la inmunidad celular, se tomaron como punto de corte para Linfocitos T CD3+
70% y 700 células/pl, Linfocitos T CD4+ 40% y 400 células/ul, Linfocitos T CD8+ 25% y
600 células/pl, Linfocitos B 15% y 150 células/ul, y Linfocitos NK 10% y 50 células/pl.

La media de valores de las variables estudiadas (pretrasplante, 7 dias y 30 dias

post trasplante) se muestra en las tablas 3 y 4.
Como referencia de estudios previos también se utilizd la

hipogammaglobulinemia definida como IgG < 600 mg/dl y la hipogammaglobulinemia

IgG severa definida como IgG < 400 mg/dI.
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Tabla 3. Perfil Inmunolégico pretrasplante por tipo de trasplante.

(Media, +/- DE)

Trasplante Trasplante Trasplante
Renal Hepatico Cardiaco
IgG (mg/dI) 694 1862 1036.8
9% mg (DE +/-49.5)  (DE +-806.7)  (DE +/- 384.9)
134.7 491 292.2
IgA (mg/d) (DE +/- 140.3)  (DE +-273.3)  (DE +/- 137)
18.6 206 108.3
IgM (mg/di) (DE +-135)  (DE +/-176.7)  (DE +- 64.7)
65.3 65 112.3
C3 (mg/di) (DE +/-17.6)  (DE +--32.4)  (DE +/- 33.3)
17.9 12 23.2
C4 (mgldi) (DE +- 3.6) (DE+-7.6)  (DE +-10.2)
1.9 1.82 3.9
PCR (mg/dl) (DE +/- 2.8) (DE +-21)  (DE +-7.5)

. . 70 74.95
Linfocitos T CD3+ (%) - (DE +/- 12.9) (DE +/- 10.4)
Linfocitos T CD3+ (#) ) 707 954 .1
(células/ul) (DE +/-492.7)  (DE +/-573.1)

. . 41.9 49.8
Linfocitos T CD4+ (%) - (DE+/- 12.2) (DE +/- 10.4)
Linfocitos T CD4+ (#) ) 387 663
(células/ul) (DE +/- 239) (DE +/- 353.4)

. . 25.7 24.5
Linfocitos T CD8+ (%) - (DE +/- 14.2) (DE +/- 8.8)
Linfocitos T CD8+ (#) ) 264.7 362.9
(células/pl) (DE +/- 279.6) (DE +/- 239)

. . 14.8 11.86
Linfocitos B (%) - (DE +/- 10) (DE +/- 8.2)

. . . 59.9 168.2
Linfocitos B (#) (células/pl) - (DE +/- 70) (DE +/- 131.7)

. . 13.4 10.7
Linfocitos NK (%) - (DE +/-9.3) (DE +/- 9)
Linfocitos NK (#) ) 92.7 138 .7
(células/pul) (DE +/- 93.6) (DE +/- 120)

29 24
CD4/CD3 - (DE +/- 1) (DE +/- 1.6)
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Tabla 4. Perfil Inmunolégico en el seguimiento post-trasplante a 7 y 30 dias por tipo de
trasplante. (Media, +/- DE)

Trasplante Renal Trasplante Hepatico Trasplante Cardiaco
7 DIAS 30 DIAS 7 DIAS 30 DIAS 7 DIAS 30 DIAS
637 811 883.8 653.7 639
IgG (mg/d) 669 (DE +/-326.6) | (DE +/-333) (DE +/-315.7) | (DE +/- 653.7) (DE +/- 218.8)
247 233 2133 184.8 178
IgA (mg/dI) 233 (DE +-197.9) | (DE +/-150) (DE +/-96.9) | (DE +-92)  (DE +/-83.7)
69.6 107.7 98.9 85.2 82.7
IgM (mg/dI) e (DE +/-59.8) | (DE+-74) (DE+-67.8) | (DE+-70.7)  (DE +-91.4)
103.3 83.7 107.2 91.1 107
C3 (mg/di) 87.9 (DE +/-13.6) | (DE +/-36.8) (DE+-402) | (DE +-38.1) (DE +-38.2)
26.5 20.3 25.3 19.3 23.4
C4 (mg/dl) AR (DE +-12) | (DE +-139) (DE+-131) | (DE+-69)  (DE +-7.4)
3.10 4.4 3.9 23 29
PCR (mg/dl) (DE +-113)  (DE+-34) | (DE+-35)  (DE +-4) - (DE +/- 5.5)
Linfocitos T i ) 63.8 74.4 66.2 74
CD3+ (%) (DE +-137) (DE+-10) | (DE+-148) (DE +-11.2)
Linfocitos T ] 499 700 609 941.9
CD3+ (células/pl) - (DE +-480) (DE +/-511.6) | (DE+-487)  (DE +- 652)
Linfocitos T 434 42.6 46.4 49.8
CDA4+ (%) - - (DE +-13)  (DE +- 14.1) | (DE+-137)  (DE +- 11.8)
L 313
Linfocitos T i i (DE +/- 371 431.3 639.2
CD4+ (células/pl) 309.5) (DE +/- 289.3) | (DE +/- 353.5) (DE +/- 456.8)
Linfocitos T ) 22 30.3 18.9 234
CD8+ (%) - (DE +/-189) (DE +-154) | (DE+-87)  (DE +-89)
L 142
Linfocitos T i i (DE +/- 556.4 172 294 .4
CD8+ (células/pl) 16.5) (DE +/-1763) | (DE +/- 155.9) (DE +/- 235.6)
L 27 14.5 235 13.6
Linfocitos B (%) - - (DE +/-12.8) (DE+-81) | (DE+-153)  (DE +-10)
Linfocitos B ] ] (D2E23 . 162.8 197.6 163.6
(células/pl) 1965  (DE+-1462) | (DE+-188.6) (DE+/- 147.6)
Linfocitos NK i ) 8.1 8.6 5.6 8.8
(%) (DE +-107) (DE+-63) | (DE+-48)  (DE+-6.3)
Linfocitos NK i i 41.6 92 43 97.8
(células/pl) (DE +-237) (DE+-117) | (DE+-411)  (DE +-89.8)
33 2.2 3.14 2.63
CD4/CD8 - - (DE +-23) (DE+-126) | (DE+-24)  (DE +-1.9)
Ademas, se realizaron mediciones de valores en el hemograma y la bioquimica

sérica de estos pacientes para los mismos tiempos de estudio (pretrasplante, 7 y 30

dias post trasplante), los valores de las medias para estas variables se muestran en las

tablas 5y 6.
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Tabla 5. Hemograma y Bioquimica pretrasplante por tipo de trasplante.
(Media +/- DE)

Trasplante Trasplante Trasplante

Renal Hepatico Cardiaco
Neutréfilos (%) (DE o S14.7) (DE o 0.5) (DE5;r1/- 4)
Neutréfilos (#) (x10°/L) (DE if’ 2.7) (DE 3;,3 2.6) (DE ?,4/1_'61 3.6)
Linfocitos (%) (DE ?_/3 7.1) (DEZE/'.49_3) (DE ?/2 2.3)
Linfocitos (#) (x103/L) (DE 2’22_35) (DE 1/1 0.7) (DE :/'_40_75)
Monocitos (%) (DE 0 4.2) (DE14(-)/.-83.7) (DE o 2.3)
Monocitos (#) (x10%/L) (DE 3’_40_34) (DE Ef 0.9) (DEO;(/S_zo_;;)
Hematies (x10%/L) - (DE ?-/E.; 0.8) (DE +;1- 0.78)
Hematocrito (%) - (DEBE/'_67_7) (DE i;) 7.5)
Plaquetas (x10°L) - (DE 2}-' 5;1 2) (DEZ«?Z'ng)
Albumina (g/dl) - (DE ?-/‘_1 1.8) (DE ?:/?0.5)
Proteinas totales (g/dl) - (DE6'+7/_ 1) (DE ?/5 0.8)
Fraccién Beta 2 (mg/dl) - (DE ?_/j 2.3) (DE ?,/1 1.1)
Fraccién Gamma (mg/dl) - (Dé6+'7r_ 8) (DE1f/'_63_7)
Albuminalproteinas (DE 3/2 26) (DESf/- 2) -
Ratio Fracciéon gamma - (DE1 _,_1/_ 1) -
Fraccién de albumina (%) - (DE f/q 7.9) (DE5E/.-74.5)
AFP (mg/dl) - (DE4+2/;61 86) ]
Ferritina (mg/dl) } (DE +/7-73?220.7) (DE1 fi'?m)
Vitamina D (ug/L) (DE 3_ 8.8) (DE 1:/381 1.6) (Dézi 9)
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Tabla 6. Hemograma y Bioquimica en el seguimiento a 7 y 30 dias por tipo de trasplante.

Trasplante Renal

(Media, +/- DE)

Trasplante Hepatico

Trasplante Cardiaco

7 DIAS 30 DIAS 7 DIAS 30 DIAS 7 DIAS 30 DIAS
Neutréfilos (%) 74.7 83.1 75.5 68 83.3 76.2
4 (DE +/-14.1) (DE +/-62.5) | (DE +/-10.4) (DE +/-13.3) | (DE +/-10.3) (DE +/- 11.6)
Neutrofilos (#) 8.7 4.3 6.8 4.6 8.8 53
(X10°/L) (DE +/-9.4) (DE +/- 3.9) (DE +/-4.2) (DE +/- 3.9) (DE +/- 4.9) (DE +/- 2.1)
Linfocitos (%) 13.4 8.8 10.9 19.7 9 16.4
4 (DE+/-10.9) (DE +/-9.7) (DE +/-9.2) (DE +/- 12) (DE +/- 6.6) (DE +/- 9.6)
Linfocitos (#) 1.0 0.47 0.8 1.1 0.83 1.1
(X10°/L) (DE +/-0.52) (DE +/-0.2) (DE +/- 0.6) (DE +/- 0.9) (DE +/- 0.48) (DE +/- 0.8)
Monocitos (%) 8.2 6.9 8.7 8.4 6.1 6.3
. (DE +/-4.1) (DE +/- 3.5) (DE +/- 3.3) (DE +/- 3.9) (DE +/- 6.4) (DE +/- 2.8)
Monocitos (#) 0.6 0.5 0.7 0.5 0.47 0.4
(X10°/L) (DE +/- 1.82) (DE +/-0.21) (DE +/- 0.3) (DE +/- 0.2) (DE +/- 0.32) (DE +/-0.2)
Hematies } } 3.1 35 3.1 3.3
(X103/L) (DE +/- 0.6) (DE +/- 0.6) (DE +/- 0.35) (DE +/- 0.6)
Hematocrito ) ) 28.9 31.2 28.4 31.3
(%) (DE +/-5.4) (DE +/- 6.3) (DE +/- 3.3) (DE +/- 5.7)
Plaquetas ) ) 127 156 167.3 202.6
(X103/L) (DE +/- 104) (DE +/- 85.6) | (DE +/-77.9) (DE +/-102.6)
Albtmina (g/dI) 3.2 3.1 2.8 3.6 3.5 3.4
9 (DE +/-1.9) (DE +/- 0.85) (DE +/- 0.5) (DE +/- 0.6) (DE +/- 0.54) (DE +/- 0.4)
Proteinas 55 } 5.3 6.5 5.41 53
totales (g/dl) (DE +/- 0.69) (DE +/- 0.9) (DE +/- 0.6) (DE +/- 0.67) (DE +/- 0.6)
Fraccion Beta 2 ) ) 5.1 4.5 ) 4.7
(mg/dl) (DE +/- 1.3) (DE +/- 0.9) (DE +/- 0.1)
Fraccion } } 17 13.2 ) 11.5
Gamma (mg/dl) (DE +/- 4.8) (DE +/- 3.8) (DE +/- 4)
Albumina/ ) ) 1.7 2.1 ) _
Proteinas (DE +/- 2.3) (DE +/- 2.6)
Rat. Fraccion } } 0.09 0.06 ) )
Gamma (DE +/- 0.31) (DE +/- 0.2)
Fraccion De ) ) 52.7 61.2 ) 59.2
Albumina (DE +/- 5.7) (DE +/- 5.1) (DE +/- 1.5)
17.6 3
AAPEE] - - (DE +-26.4)  (DE +/-2.1) - -
Ferritina ) 277 650 378 ) 214.6
(mg/dl) (DE +/-270) | (DE +/-726.4) (DE +/-365.7) (DE +/- 238.1)
Vitamina D } } 15.3 19.3 ) )
(ug/L) (DE +/- 5.9) (DE +/- 10.5)
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Resultados Globales del Estudio 1.

En total se llevaron a cabo 538 trasplantes durante el seguimiento: 8 renales,
222 hepaticos y 308 cardiacos. Se realizaron 511 trasplantes en Espafa en el H.U.

Gregorio Marafién y 27 en Peru en el Hospital "Guillermo Almenara Irigoyen".

Se incluyeron 136 (26%) mujeres y 389 (74%) hombres. La media de edad de
todos los pacientes trasplantados incluidos en este estudio fue de 54 afos y pasaron
una media de tiempo en lista de espera de 137 dias y una estancia hospitalaria de 34

dias.

Entre las caracteristicas de la poblacion, 278 (51%) pacientes tenian
antecedentes de tabaquismo, 158 (29%) de cardiopatia isquémica, 103 (19%) de
Hipertension Arterial Sistémica (HTA), 30 (5.6%) de Obesidad, 19 (3.5%) de Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2), y 177 (33%) de dislipemia (DL).

Se encontraron 298 (55%) casos de infeccion post-trasplante y la media de
tiempo sin presentar episodios de infeccién fue de 127 dias. En 302 (56%) de los
pacientes se presento infeccion o reactivacion por CMV en el seguimiento. Respecto al
tipo de infecciones en el estudio multicéntrico, para las 3 clases de trasplante, se
observo que el 30% fueron de origen virico (incluyendo el CMV), el 39,6% de origen
bacteriano, el 19% de origen fungico y < 1% de origen parasitario. La media de
supervivencia fue de 1348 dias, presentandose 144 (27%) eventos de exitus durante el
seguimiento. En la informacion recolectada en este estudio, se observo que, entre los

diagndsticos de exitus reportados, el 47% se atribuy6 a causas infecciosas.
Las medias de valores séricos de parametros bioquimicos pretrasplante, a los 7

y 30 dias se describen a continuacion en la tabla 7a y las medias del perfil inmunolégico

encontradas en los mismos tiempos de corte se describen después en la tabla 7b.
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Tabla 7a. Resultados globales. Hemograma y bioquimica en el
seguimiento a 7 y 30 dias post-trasplante. (Media, +/- DE)

Pretrasplante 7 dias 30 dias

M (DE) M (DE) M (DE)

PCR (mg/dl) (+/?'g.6) (+/?Z-2) (+/%g-1 )
Vitamina D (ug/L) (+/1%$ 4) (+}-55?9) (+/1-91'§-5)
Ferritina (mg/dI) (+/.7§ ? 62.1 ) (+/-675206.4) (+/?%"15'$ 2)
Linfocitos (%) (5_3 91_7) (+}.Oé‘_18) (+/1%$ 7)
Linfocitos (#) (X10%/L) (+/ﬁ'$_5) (+/?31'g_6) (+/1 17':(5)_3)

Monocitos (%) (+}_0 .3?6) (+/?.:;.8) (+Ef-6)
Monocitos (#) (X10°1L) (610)  (ho19) (764
Neutréfilos (%) (+ /62112 1) (+Z71-3.8) (+/(?91.§.9)
Neutréfilos (#) (X10%/L) + ,_8%87_ 2) (+/_2 ? %3%_2) (+/.9?§21 1)
Albumina (g/dl) (+/?.15.8) (+/?'g_6) (+/-3(5(.564)
Proteinas totales (g/dl) (+E'17_0) (+/?I§_9) (+/-662_91)

Fraccion Beta 2 (mg/dl) (+/E.s;_2) (+/?'11 3) (+/A-hg-9)

Fraccion Gamma (mg/dl) ( 5_5537_3) (+}-74-1(.)8) (+}-3.3(_)7)

Ratio Alb/Prot (+f'§_1) (+/1 '27_3) (+/?;.6)
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Tabla 7b. Resultados globales. Perfil inmunolégico en el seguimiento
en el seguimiento a 7 y 30 dias post-trasplante. (Media, +/- DE)

Pretrasplante 7 dias 30 dias
M (DE) M (DE) M (DE)
1369.5 658.5 699.4
IgG (mg/dl) (+/-717.2) (+/- 284.5) (+/- 268.4)
372.3 186.3 186.7
IgA (mg/dl) (+]- 226.5) (+/- 113.1) (+/-89.1)
147.7 85.6 86.3
IgM (mg/dl) (+/- 132.3) (+-72) (+/- 85.6)
94 .1 83.5 107.0
C3 (mg/dl) (+/- 39.9) (+/- 42.9) (+/-38.4)
19.2 18.3 23.9
C4 (mg/dl) (+/-10.7) (+-9.7) (+/-9.0)
6.33 3.1 7.0
IgG1 (g/L) (+/- 2.8) (+/- 2.0) (+/- 33.2)
34 1.7 3.6
IgG2 (g/L) (+/-1.8) (+-1.2) (+/- 17.6)
0.6 0.3 04
IgG3 (g/L) (+/- 0.4) (+/-0.2) (+/- 1.5)
04 0.2 04
IgG4 (g/L) (+/- 0.5) (+/-0.3) (+/- 2.0)

. . 74.5 65.6 73.7
Linfocitos T CD3+ (%) (+/-10.7) (+/- 14.8) (+/-12.0)
Linfocitos T CD3+ 903.2 580.7 898.3
(células/pl) (+/- 564.3) (+/- 483.7) (+/- 631.6)

. . 49.1 45.9 49.0
Linfocitos T CD4+ (%) (+/-10.9) (+/-13.7) (+/- 12.3)
Linfocitos T CD4+ 615.6 402.8 329.0
(células/pl) (+/- 352.3) (+/- 346.0) (+/- 275.3)

. . 24.6 19.2 22.2
Linfocitos T CD8+ (%) (+1-9.4) (+/- 10.6) (+/-10.0)
Linfocitos T CD8+ 347.9 163.2 274.7
(células/pl) (+/- 246.5) (+/- 153.7) (+/- 215.5)

. . 12.1 24.2 13.7
Linfocitos B (%) (+/- 8.3) (+/- 15.3) (+/- 9.8)
Linfocitos B (#) 152.0 203.0 167.6
(células/pl) (+/- 130.0) (+/- 190.7) (+/- 158.4)

. . 10.9 59 8.8
Linfocitos NK (%) (+/-9.0) (+/- 6.0) (+/- 6.3)
Linfocitos NK 134.7 42.6 97.2
(células/pl) (+/- 118.6) (+/- 39.4) (+/-92.7)

. 2.4 3.1 2.6
Ratio CD4/CD8 (+/- 1.6) (+/-2.4) (+/-1.8)
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Infecciones en el post trasplante.

Entre las variables clinicas analizadas como factores de riesgo para la infeccion
post trasplante, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. La
comparacion de las variables descriptivas entre pacientes infectados y no infectados
durante el seguimiento se realizé con una prueba de Chi cuadrado y los resultados se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 8a. Resultados globales para variables descriptivas, infectados vs no

infectados.
Infectados No infectados Valor de p
Edad (> 50 afios) 194 (74%) 179 (69.9%) 0.296
Sexo (femenino) 61 (23.4%) 72 (27.6%) 0.280
Uso de Basiliximab 48 (89%) 36 (68%) 0.902
Tabaquismo 108 (42.6%) 99 (42.8%) 0.970
Hipertension arterial 66 (44.2%) 37 (35.2%) 0.14
Cardiopatia isquémica 69 (26.6%) 87 (33.3%) 0.102
Obesidad 9 (60%) 21 (60%) 0.98
Diabetes Mellitus 2 9 (60%) 10 (58%) 0.946
Dislipemia 70 (61.9%) 105 (66%) 0.488
Rechazo agudo 32 (61.5%) 20 (38.5%) 0.114

En el caso de la infeccién o reactivacion de CMV, se encontré relacion con el
antecedente de cardiopatia isquémica (p 0.001) y con episodios de rechazo agudo
durante el seguimiento (p 0.013). No fue posible recabar el estatus donante/receptor de
todos los pacientes trasplantados en el seguimiento y no contamos con informacion
sobre el protocolo de profilaxis CMV de todos los centros en este estudio. Se muestran

los resultados descriptivos en la siguiente tabla.
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Tabla 8b. Resultados globales para variables descriptivas, infeccion o
reactivacion de CMV.

Infectados No infectados Valor de p
Edad (> 50 afios) 218 (68.3%) 101 (31.7%) 0.293
Sexo (femenino) 66 (21%) 42 (28.9%) 0.136
Tabaquismo 169 (68.7%) 77 (31.3%) 0.684
Hipertension arterial 68 (87.2%) 10 (12.8%) 0.083
Cardiopatia isquémica 85 (55.6%) 68 (44.4%) < 0.001
Obesidad 4 (30.8%) 9 (69.2%) 0.911
Diabetes Mellitus 2 7 (50%) 7 (50%) 0.821
Dislipemia 94 (54%) 80 (46%) 0.638
Rechazo agudo 25 (86.2%) 4 (13.8%) 0.013
Dt W | s oow oas

Para el analisis de las variables en la analitica sanguinea, se estudiaron valores

en tres tiempos de estudio, los cuales se describen a continuacion.

1) Efecto de los parametros evaluados pre-trasplante.

En los pacientes que presentaron eventos de infeccién, en las variables del
perfil inmunoldgico, se encontraron tendencias estadisticas para la disminucién de C3
< 80 mg/dl (p 0.080) en el pre-trasplante.

Entre las variables del hemograma, se encontraron como factores de riesgo
pretrasplante, la disminucion de Linfocitos (#) < 1 x10%/L (p 0.043), Monocitos (#) < 0.35
x10%/L (p 0.024) y del porcentaje de Monocitos < 7 % (p 0.028); y como tendencia

estadistica la disminucién de valores absolutos de neutrdfilos > 2 x10%/L (p 0.053).

En el perfil bioquimico, se encontré como factor de riesgo, la disminucioén de las
Proteinas Fracciéon Gamma <19 g/dl (p 0.001). Como tendencias estadisticas en este
grupo se encontraron valores pretrasplante de Ferritina < 300 mg/dl (p 0.083) y Albumina
< 3.5 g/dl (p 0.061).
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C3 (mg/dl)

Proteinas Fraccion Gamma (g/dl)

MONOCITOS (células x10%L)

Figura 1a. Factores pretrasplante relacionados al riesgo de infeccion.
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En los pacientes con infeccion o reactivacion del CMV en el post trasplante,
se encontraron como factores de riesgo en el perfil inmunoldgico valores disminuidos
de I1gG < 900 mg/dI (p 0.012), de C3 < 80 mg/dl (p 0.001), y de C4 < 20 mg/dl (p 0.001)
en la medicion pre-trasplante. Ademas, se encontr6 como variable con tendencia

estadistica la disminucion de valores de IgG3 < 0.20 g/L (p 0.079).

Figura 1b. Factores pretrasplante relacionados al riesgo de infeccion /
reactivacion de CMV.

o
4000,00 300,00

3000,00 * E

2000,00 15000
O

jo2}
100,00
1000,00

G (mg/dl)

NO N| NO N|

Infeccion / Reactivacion CMV Infeccion / Reactivacion CMV

80,00

60,00

o™

40,00

C4 (mg/dI)

20,00

NO N

Infeccién / Reactivacion CMV

2) Efecto de los parametros evaluados a los 7 dias post-trasplante.

Entre las variables del perfil inmunoldgico, se encontraron asociaciones
significativas entre biomarcador e infecciones durante los 6 meses post-trasplante para
la disminucion del porcentaje de los linfocitos T CD8+ < 25% (p 0.001) a los 7 dias post-
trasplante. Ademas de tendencias estadisticas para disminucion de 1IgG3 < 0.20 g/L (p
0.071) y del porcentaje de linfocitos T CD3+ < 70% (p 0.071). Entre las variables en el
hemograma se encontraron como factores de riesgo la disminucion del porcentaje de

Monocitos (%) <7 % (p 0.001) a los 7 dias post-trasplante.
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Figura 1c. Factores a los 7 dias post-trasplante relacionados al riesgo de infeccion.
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En los pacientes con infeccion o reactivacion del CMV en el post trasplante,
se encontraron como factores de riesgo en el perfil inmunoldgico la disminucion del

nuamero absoluto de linfocitos NK < 50 células/ul (p 0.042) a los 7 dias post-trasplante.

Figura 1d. Factores a los 7 dias post-trasplante relacionados al riesgo de infeccion /
reactivacion de CMV.
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3) Efecto de los parametros evaluados a los 30 dias post-trasplante.

Entre las variables del perfil inmunoldgico, se encontraron como factores de
riesgo, la disminucion de valores de C3 < 80 mg/dl (p 0.012), de 1I9gG4 < 0.20 g/L (p
0.023), del numero absoluto de linfocitos T CD3+ < 700 células/ul (p 0.009), y del nimero
de linfocitos T CD4+ < 400 células/ul (p 0.010) a los 30 dias post-trasplante. Por otra
parte, se encontraron tendencias estadisticas para la disminucién de valores de IgM <
60 mg/dl (p 0.074), y de IgG2 < 1.9 g/L (p 0.062), a los 30 dias post-trasplante. En el
hemograma, se encontré unicamente una tendencia estadistica para la disminucion del
porcentaje de Linfocitos <20 % (p 0.081).
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Figura 1e. Factores a los 30 dias post-trasplante relacionados al riesgo de infeccion.
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En los pacientes con infeccion o reactivacion del CMV en el post trasplante,

se encontré como factor de riesgo la disminucion de IgG < 900 mg/dl (p 0.006).

Figura 1f. Factores a los 30 dias post-trasplante relacionados al riesgo de infeccion /
reactivacion del CMV.
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La hipogammaglobulinemia definida como IgG < 600 mg/dl en dia 7 o 30 también
fue una variable asociada a riesgo de infeccion (p=0.040). La hipogammaglobulinemia
grave definida como IgG < 400 mg/dl en dia 7 o 30 no se asoci6 significativamente a

riesgo de infeccion.
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Eventos de infeccion post trasplante en analisis de Kaplan Meyer

Entre las variables inmunoldgicas, se encontré mayor riesgo de desarrollo de
infeccion cuando se presentaban valores de 1IgG2 < 1.9 g/L (Log Rank 1.75, p 0.035) y
disminucion del porcentaje de linfocitos T CD8+ < 25 % (Log Rank 1.87, p 0.028)
pretrasplante. En el seguimiento, se encontré relacion con valores de IgA < 200 mg/dl
(Log Rank 4.21, p 0.002), C3 < 80 mg/dl (Log Rank 2.43, p 0.028), C4 < 20 mg/dl (Log
Rank 1.74, p 0.05) a los 7 dias post-trasplante, y disminucion del porcentaje de linfocitos
NK <10 % (Log Rank 1.21, p 0.011) a los 30 dias post-trasplante.

Figura 2a. Curvas Kaplan-Meyer: Factores inmunolégicos asociados a Infeccion
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En perfil bioquimico, se encontré relacion con mayor riesgo de infeccion con
niveles a los 7 dias de PCR > 3 mg/dl (Log Rank 15, p 0.0001).

Figura 2b. Curvas Kaplan-Meyer: Factores bioquimicos asociados a Infeccion
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La hipogammaglobulinemia IgG definida como IgG < 600 mg/dl a dia 7 o 30 fue
un biomarcador de riesgo de infeccion (Log Rank 5.22, p=0.022).

Figura 2c. Curvas Kaplan-Meyer: Hipogammaglobulinemia asociada a Infeccion
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Mortalidad en el post trasplante.

Por otra parte, los factores clinicos analizados como de riesgo para exitus, se

encontraron diferencias significativas para el antecedente de cardiopatia isquémica (p

0.036). Las variables descriptivas para estos pacientes se describen en la siguiente

tabla.

Tabla 8c. Resultados globales, variables descriptivas para mortalidad post

trasplante.
Exitus No exitus Valor de p
Edad (> 50 afios) 101 (72%) 270 (72%) 0.974
Sexo (femenino) 36 (26%) 94 (24.8%) 0.76
Uso de Basiliximab 9 (33%) 61 (49.5%) 0.125
Tabaquismo 74 (57%) 202 (57.2%) 0.98
Hipertension arterial 16 (34%) 82 (41%) 0.38
Cardiopatia isquémica 51 (37.2%) 105 (27.6%) 0.036
Obesidad 6 (85%) 23 (64%) 0.260
Diabetes Mellitus 2 5 (71%) 9 (50%) 0.33
Dislipemia 42 (60%) 132 (62.8%) 0.394
Rechazo agudo 9 (18%) 41 (82%) 0.132
Infeccion post-trasplante 72 (50.7%) 188 (48.8%) 0.703
Infeccion/ Reactivacion CMV 63 (20.9%) 239 (79.1%) < 0.001

En el caso de los eventos de exitus, se estudiaron también valores

inmunologicos, bioquimicos y del hemograma en los tres tiempos de estudio, los cuales

se describen a continuacion.

1) Efecto de los parametros evaluados pre-trasplante.

Entre las variables del perfil inmunoldgico, se encontraron asociaciones

significativas con eventos de exitus con los valores disminuidos de C4 < 20 mg/dl (p

0.005), e IgG3 < 0.20 g/L (p 0.035) pretrasplante. Ademas, se encontré una tendencia

estadistica para la disminucion de valores absolutos de linfocitos T CD8+ < 600

células/pl (p 0.055). En las variables bioquimicas, se encontraron significativos valores

de Vitamina D < 15 ug/L (p 0.023) en la medicién pretrasplante.
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Figura 3a. Factores pretrasplante relacionados al riesgo de exitus.
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2) Efecto de los parametros evaluados a los 7 dias post-trasplante.

En las variables del perfil inmunoldgico, se encontraron como factor de riesgo, la
disminucion de valores de IgM < 60 mg/dl (p 0.002), y del porcentaje de linfocitos T
CD3+ <70 % (p 0.035) y una tendencia estadistica para la disminucién de valores de
C3 < 80 mg/dl (p 0.060) a los 7 dias post-trasplante.

En el perfil bioquimico, se encontrd relacion significativa para el riesgo de

infeccion con valores de Proteinas totales < 5 g/dl (p 0.020) a los 7 dias post-trasplante.

En las variables del hemograma, se encontré significativo la disminucion del

numero absoluto de Monocitos (#) < 0.35 x10°/L (p 0.006) a los 7 dias post-trasplante.
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Figura 3b. Factores a los 7 dias post-trasplante relacionados al riesgo de exitus.
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3) Efecto de los parametros evaluados a los 30 dias post-trasplante.

Entre las variables del perfil inmunoldgico, se encontré como factor de riesgo la
disminucién de valores de C3 < 80 mg/dI (p 0.006), C4 < 20 mg/dl (p 0.008), porcentaje
de linfocitos NK < 10 % (p 0.016) a los 30 dias post-trasplante. Entre las variables
bioquimicas, se encontré como factor de riesgo para infeccion, valores a los 30 dias de
PCR > 3 mg/dl (p 0.012). En el hemograma, se encontré unicamente como tendencia
estadistica valores disminuidos del nimero absoluto de Linfocitos < 1 x10%/L (p 0.054)

a los 30 dias post-trasplante.
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Figura 3c. Factores a los 30 dias post-trasplante relacionados al riesgo de exitus.
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La hipogammaglobulinemia IgG definida como IgG < 600 mg/dl a dia 7 o 30 fue
un biomarcador de riesgo de muerte (p=0.045).
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Supervivencia en el post trasplante.

Se analizaron también las variables como factores de riesgo para exitus,
encontrando relacion unicamente con el antecedente de cardiopatia isquémica (Log
Rank 7.61, p 0.043).

Figura 4a. Curvas Kaplan-Meyer: Factores clinicos asociados a exitus
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Entre las variables inmunoldgicas, el desarrollo de exitus se relacioné con
valores pretrasplante de IgG < 900 mg/dl (Log Rank 3.21, p 0.05), y de IgG3 < 0.20 g/L
(Log Rank 4.30, p 0.024); a los 7 dias valores de IgM < 60 mg/dl (Log Rank 4.76, p
0.023), C3 < 80 mg/dl (Log Rank 6.46, p 0.000), y disminuciéon del porcentaje de
linfocitos T CD3+ < 70% (Log Rank 5.65, p 0.002); y a los 30 dias disminucion del
numero absoluto de linfocitos T CD3+ < 700 células/pl (Log Rank 3.19, p 0.022).
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Figura 4b. Curvas Kaplan-Meyer: Factores inmunolégicos asociados a exitus.
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En las variables bioquimicas asociadas con riesgo de muerte, se observaron
valores pretrasplante Ratio Alb/Prot < 3 (Log Rank 5.5, p 0.047), PCR > 3 mg/dl (Log
Rank 4.38, p 0.016); y a los 30 dias Albumina < 3.5 g/dl (Log Rank 1.93, p 0.001).
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Figura 4c. Curvas Kaplan-Meyer: Factores bioquimicos asociados a exitus
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La hipogammaglobulinemia IgG definida como IgG < 600 mg/dl a dia 7 o 30 fue
un biomarcador de riesgo de muerte (Log Rank 5.75, p=0.017).
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Resultados por tipo de trasplante

Estudio 1. Multicéntrico de trasplante de érgano sélido.

Trasplante renal.

Debido a la crisis sanitaria de la COVID-19, los centros hospitalarios en el
extranjero suspendieron su actividad de trasplante renal. En Espafa se realiz
seguimiento a 8 pacientes durante el 2020. Las indicaciones para el trasplante se
detallan en la tabla 7c. Como se ha comentado antes, de estos pacientes el 50%
presento infeccion post trasplante durante el tiempo de seguimiento y no se documento
ningun evento de exitus. El tiempo libre de infeccion post trasplante fue de una media
de 30.2 dias (DE +/- 15.1).

Debido al reducido tamafio muestral y a la existencia del estudio multicéntrico
internacional de trasplante renal que se muestra en apartado posterior no se realizé
analisis de asociacion con variables clinicas de resultado en este apartado de la tesis

para esta parte de trasplante renal.

Tabla 9. Indicacion del trasplante renal

Glomerulonefritis Proliferativa 2 (40 %)
Glomerulonefritis Pos infecciosa 1 (20 %)
Nefropatia Diabética 1 (20 %)
Enfermedad Poliquistica 1 (20 %)
TOTAL 5 (100 %)
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Trasplante hepatico

El seguimiento de este grupo también se vio afectado por la crisis sanitaria de la
COVID-19, ya que algunos centros hospitalarios suspendieron sus actividades de
trasplante. Se siguieron a 222 pacientes, el 90% en Espafia con 198 casos y el 10% en
Peru 10% con 24 casos. Se presento infeccion post trasplante en 150 (67%) pacientes,

infeccion o reactivacion por CMV en 145 (65%) y exitus en 27 (12%) casos.
El tiempo libre de infeccién post trasplante en estos pacientes fue de 70 dias (DE

+/- 231). El tiempo medio de supervivencia fue de 1000 dias (DE +/- 1290). Las

indicaciones para el trasplante se muestran en la tabla 8.

Tabla 10. Indicacién del trasplante hepatico por centro hospitalario.

Espaiia Peru TOTAL
Cirrosis por consumo de OH 59 (29.8 %) 3(12.5 %) 62 (27.9 %)
Cirrosis por infeccion por VHC 42 (21.2 %) 1(4.2 %) 43 (19.3 %)
Cirrosis por infeccion por VHB 17 (8.6 %) - 17 (7.6 %)
Cirrosis por NASH 11 (5.6 %) 11 (45.8 %) 22 (9.9 %)
Hepatopatia autoinmune 7 (3.5 %) - 7 (3.1 %)
Hepatitis aguda fulminante 12 (6.1 %) - 12 (5.4 %)
Cirrosis mixta (VHC y OH) 26 (13.1 %) - 26 (11.7 %)
Cirrosis criptogénica 7 (3.5 %) - 7 (3.1 %)
Otros 17 (8.6 %) 9 (37.5 %) 28 (12.6 %)
TOTAL 198 (100 %) 24 (100%) 222 (100%)

Infeccion post-trasplante hepatico.

1) Efecto de los parametros evaluados pre-trasplante.

En el grupo total de pacientes con trasplante hepatico, se analizaron las variables
relacionadas con infeccion global post trasplante. En el perfil inmunoldgico se
encontraron diferencias para valores pretrasplante de Linfocitos B (#) < 150 células/ul
(p 0.020); En el hemograma, se encontré relaciéon con valores pretrasplante del

porcentaje de Monocitos <7 % (p 0.014).

En los casos de infeccion o reactivacion de CMV, en el perfil inmunologico se

encontraron diferencias para valores disminuidos pretrasplante de Linfocitos B (#) < 150
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células/pl (p 0.001). Por otro lado, se encontraron en el hemograma relacion con valores
pretrasplante de Linfocitos (%) <20 % (p 0.010).

2) Efecto de los parametros evaluados a los 7 dias.

En las variables relacionadas con infeccion global post trasplante, se
encontraron como factores de riesgo en el perfil inmunolégico a los 7 dias del
seguimiento, la disminucion del porcentaje de linfocitos T CD3+ < 70 % (p 0.008).

En los pacientes que presentaron infecciéon o reactivacion de CMV, a los 7
dias de IgM < 60 mg/dl (p 0.025); y en el perfil bioquimico valores de Ratio

Albumina/Proteina < 2 (p 0.05) a los 7 dias post-trasplante.

3) Efecto de los parametros evaluados a los 30 dias.

En las variables de infeccion global, se encontré unicamente como factor de

riesgo la disminucion a los 30 dias de valores de IgA < 200 mg/dl (p 0.029).

Mortalidad post-trasplante hepatico.

Por otra parte, se analizaron también las variables relacionadas con un mayor
numero de exitus reportados en el seguimiento. Entre las variables clinicas, se encontré
asociacion con la dislipemia (p 0.031) y la infeccion o reactivacion por CMV (p 0.05),
aunque cabe mencionar que el uso de Basiliximab se relacioné con un menor niumero
de exitus con una tendencia estadistica (p 0.088) que podria estudiarse en estudios

posteriores.
1) Efecto de los parametros evaluados pre-trasplante.

Entre las variables bioquimicas que se relacionaron con exitus, se encontrd
unicamente como factor de riesgo un valor de Vitamina D pretrasplante < 15 ug/L (p
0.042).

2) Efecto de los parametros evaluados a los 7 dias.

En el perfil inmunolégico, se observaron tendencias con variables como C4 < 19
mg/dl (p 0.056) a los 7 dias post trasplante. En las variables bioquimicas, se observo
relacion con una ratio albumina/proteina < 1.4 a los 7 dias (p 0.010). En estos pacientes

también se observaron tendencias para valores de proteinas totales < 5 g/dl a los 7 dias

-60 -



post trasplante (p 0.76); y en el hemograma para valores de Hematocrito > 22% a los 7

dias post trasplante (p 0.069).

3) Efecto de los parametros evaluados a los 30 dias.

En las variables del perfil inmunologico que se asociaron a exitus, las
estadisticamente significativas fueron la disminucion del numero absoluto de linfocitos
NK < 49 células/ul (p 0.038), y del porcentaje <7 % (p 0.001) y del nimero absoluto <
0.35 x10%L (p 0.008) de Monocitos a los 30 dias post-trasplante. Ademas, se
encontraron tendencias estadisticas con la disminucién del numero absoluto de
linfocitos T CD3+ < 700 células/ul (p 0.063), del porcentaje de linfocitos T CD8+ < 25%
(p 0.088), y una ratio CD4/CD8 > 2 (p 0.067) a los 30 dias post trasplante.

Entre las variables del perfil bioquimico, se encontraron como factores de riesgo
los valores de proteinas totales < 4.9 g/dl, PCR > 3 mg/dl (p 0.006) y una ratio
albumina/proteina < 2 (p 0.034) a los 30 dias post trasplante. En el hemograma se
encontrd relacion con valores disminuidos de Plaquetas > 51 x10%/L (p 0.002) a los 30

dias post trasplante.

Analisis de supervivencia, Kaplan Meyer.

En el trasplante hepatico, se analizaron por separado las variables relacionadas

con infeccion. Se encontré relacion con factores clinicos como Tabaquismo (p 0.011).

Entre las variables inmunolégicas se encontro relacién con valores pretrasplante
de C3 < 80 mg/dl (Log Rank 2.63, p 0.006); a los 7 dias con disminucién del niumero
absoluto de linfocitos T CD4+ < 400 células/pl (Log Rank 1.95, p 0.015); y a los 30 dias
de valores de IgM < 60 mg/dl (Log Rank 1.78, p 0.05), disminucién del nimero absoluto
de Linfocitos B < 150 células/ul (Log Rank 2.2, p 0.05).

Entre las variables bioquimicas, se encontraron diferencias con valores
pretrasplante de Vitamina D < 15 ug/L (Log Rank 1.65, p 0.030).
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Figura 5. Curvas de Kaplan-Meyer. Trasplante hepatico. Factores asociados a infeccion.
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Se analizaron también las variables asociadas con la supervivencia durante el

seguimiento. Se encontré asociacion estadisticamente significativa con exitus para

valores de proteinas totales < 5 g/dl (Log Rank 13.52, p 0.004) a los 30 dias post

trasplante. (Figura 6).

Figura 6. Curvas de Kaplan-Meyer. Trasplante hepatico. Factores asociados a Exitus.
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Trasplante cardiaco

Se incluyeron en el seguimiento a 308 pacientes con trasplante cardiaco, las

indicaciones para el procedimiento se detallan en la tabla 9.

En estos pacientes se presenté infeccion en 144 (46%) pacientes, infeccion o
reactivacion por CMV en 157 (51%) y exitus en 103 (33%) casos. El tiempo libre de
infeccion post trasplante cardiaco 12 dias (DE +/- 684). El tiempo de supervivencia fue
de 1452 dias (DE +/- 6573).

Tabla 11. Indicacién del trasplante cardiaco

Genética/Congénita 42 (13.6 %)
Miocardiopatia Dilatada 102 (33.1 %)
Cardiopatia Isquémica 105 (34.1 %)
Insuficiencia Cardiaca 22 (7.1 %)
Inflamatoria/ldiopatica 25 (8.1 %)
Otros 12 (3.9 %)
TOTAL 308 (100 %)

Infeccion post-trasplante hepatico.

Se analizaron las variables relacionadas con infeccion global post trasplante.
Entre las variables clinicas unicamente se encontré una tendencia estadistica con

pacientes con obesidad (p 0.067).

1) Efecto de los parametros evaluados pre-trasplante.

En este tipo de trasplante, no se encontraron factores de riesgo en los perfiles
realizados para infeccion que hayan demostrado una relacion estadisticamente

significativa.

2) Efecto de los parametros evaluados a los 7 dias.

En el perfil inmunolégico destacamos como factores asociados a infeccion
global los datos de inmunidad celular a los 7 dias con valores de IgM < 60 mg/dl (p
0.035), disminucion del porcentaje de linfocitos T CD8+ < 25 % (p 0.001), y de la ratio
CD4/CD8 > 2 (p 0.003).
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3) Efecto de los parametros evaluados a los 30 dias.

En el perfil inmunoldgico, se encontré6 como factor de riesgo para infeccién
global a los 30 dias valores de IgM < 60 mg/dl (p 0.012), C3 < 80 mg/dl (p 0.025), IgG2
< 1.9 g/L (p 0.013), disminucion del porcentaje de linfocitos T CD3+ < 70 % (p 0.048),
del numero absoluto de linfocitos T CD3+ < 700 células/pl (p 0.006), del numero absoluto
de linfocitos T CD4+ < 400 células/pl (p 0.013), del porcentaje de linfocitos T CD8+ < 25
% (p 0.012), del numero absoluto de linfocitos T CD8+ < 600 células/pl (p 0.004), y del
ratio CD4/CD8 > 2 (p 0.041). Entre las variables bioquimicas, se encontré relacién con

disminucion de los valores de Linfocitos (%) < 20 % (p 0.007) a los 30 dias.
En los pacientes con infeccién o reactivacion por CMV, se encontrd relacion
unicamente con disminucién del porcentaje de Linfocitos B (%) < 15 % (p 0.043) a los

30 dias.

Mortalidad post-trasplante hepatico.

Entre las variables relacionadas con exitus, no se encontraron variables clinicas

que se asociaran significativamente.
1) Efecto de los parametros evaluados pre-trasplante.

En el pretrasplante, se encontr6 como variable con tendencia estadistica
relacionada con la mortalidad, la disminucion del porcentaje de Linfocitos <2 % (p 0.070)

pretrasplante.

2) Efecto de los parametros evaluados a los 7 dias.

En el perfil inmunoldgico, se relaciond la mortalidad con disminucion del
porcentaje < 10 % (p 0.034) y numero absoluto de linfocitos NK < 50 células/ul (p 0.026)
a los 7 dias post trasplante. Ademas, se encontré tendencia estadistica con la
disminucion del porcentaje de linfocitos T CD3+ < 70 % (p 0.077) a los 7 dias post-

trasplante.

Entre las variables bioquimicas, se encontrd asociacion significativa unicamente

con valores de PCR > 3 (p 0.026) a los 7 dias post trasplante.
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Otras variables presentaron tendencias sin llegar a ser significativas como
valores de Hematies < 2.4 x10%L (p 0.053) y Plaquetas < 150 x10%L (p 0.076) a los 7

dias post trasplante.

3) Efecto de los parametros evaluados a los 30 dias.

Entre las variables del perfil inmunoldgico, entre las variables asociadas con
mortalidad, se encontraron valores de C3 < 80 mg/dl (p 0.022), disminucion del numero
absoluto de linfocitos T CD8+ < 600 células/ul (p 0.013), y disminucion del porcentaje
de linfocitos NK < 10 % (p 0.003).

En el hemograma, se encontr6 relacion estadisticamente significativa, la
disminucion del valor absoluto de Neutrdfilos < 2 x10%/L (p 0.003), disminucion del
porcentaje de Monocitos < 7 % (p 0.050) y Plaquetas < 150 mil (p 0.018) a los 30 dias

post trasplante.

Analisis de supervivencia, Kaplan Meyer

Entre las variables inmunolégicas analizadas para riesgo de infeccion, se
encontraron valores pretrasplante de 1gG2 < 1.9 g/dl (Log Rank 1.90, p 0.042),
disminucion del porcentaje de linfocitos T CD8+ < 25 % (Log Rank 1.36, p 0.024); y a
los 7 dias con valores de IgA < 200 mg/dl (Log Rank 5.40, p 0.005), C3 < 80 mg/dI (Log
Rank 3.47, p 0.020), y C4 < 20 mg/dl (Log Rank 1.67, p 0.05).

En las variables bioquimicas unicamente se encontraron diferencias
significativas con valores a los 7 dias de PCR > 3 mg/dl (Log Rank 11.86, p 0.004)
(Figura 7). Se confirma ademas que la hipogammaglobulinemia definida como I1gG <

600 mg/dl en dias 7 o 30 como factor de riesgo de infeccion (Log Rank 7.88, p=0.004).
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Figura 7. Curvas de Kaplan-Meyer. Trasplante cardiaco. Factores asociados a Infeccion.
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En este grupo se analizaron también las variables relacionadas con los eventos

de exitus durante el seguimiento. Se encontraron asociaciones estadisticamente

significativas en el perfil inmunolédgico con valores pretrasplante de IgG3 pretrasplante
< 0.20 g/L (Log Rank 4.19, p 0.023); a los 7 dias de C3 < 80 mg/dl (Log Rank 4.06, p
0.011), disminucién del porcentaje de linfocitos T CD3+ < 70 (Log Rank 4.75, p 0.005)
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y del nimero absoluto de linfocitos T CD3+ < 700 células/pl a los 30 dias (Log Rank
3.01, p 0.013); y a los 30 dias con disminucion del numero de linfocitos B < 150
células/uL (Log Rank 3.59, p 0.023). La hipogammaglobulinemia IgG < 600 mg/dI
definido como IgG < 600 mg/dl a dia 7 o 30 fue un factor de riesgo de muerte (Log Rank
5.08, p 0.0242).

Figura 8. Curvas de Kaplan-Meyer. Trasplante cardiaco. Factores inmunoloégicos
asociados a exitus.
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Regresion logistica en estudio de trasplante de érgano sélido

Los resultados globales para factores relacionados con infeccién post trasplante

se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 12a. Regresion logistica para factores de riesgo para infeccion post trasplante.

Valor de p IC 95% Impacto (OR)
Infecciones en el post trasplante
Variables Clinicas
Edad > 50 0.296 0.836 — 1.802 1.227
Sexo (femenino) 0.280 0.837 — 1.845 1.243
Uso de Basiliximab 0.960 0.510 — 1.809 0.961
Tabagquismo 0.970 0.702 — 1.444 1.007
Hipertension Arterial 0.148 0.874 —2.445 1.461
Cardiopatia Isquémica 0.102 0.501 —1.065 0.730
Obesidad 1.000 0.291 — 3.437 1.000
Diabetes Mellitus tipo 2 0.946 0.255 — 4.319 1.050
Dislipemia 0.837 0.507 — 1.383 0.837
Pretrasplante
C4 <20 mg/dL 0.185 0.875—-1.995 1.321
Fraccion Gamma < 19 % 0.039 1.045-5.180 2.326
Monocitos < 7 % 0.023 1.090 - 3.250 1.882
7 dias post trasplante
Linfocitos T CD8+ (%) < 25% 0.005 1.335-4.867 2.549
Linfocitos T CD3+ (#) < 700 células/uL 0.092 0.931 - 2.600 1.556
30 dias post trasplante
C3 <60 mg/dL 0.017 1.148 — 3.989 2.140
C4 <20 mg/dL 0.083 0.940 — 2.737 1.610
Linfocitos T CD3+ (#) < 700 células/uL 0.097 0.922 — 2.645 1.562
Linfocitos T CD4+ (#) < 400 células/uL 0.041 1.023 — 2.989 1.749
Linfocitos T CD8+ (%) < 25 % 0.158 0.859 — 2.560 1.483
Linfocitos NK < 50 células/uL 0.043 1.019 - 3.450 1.875
PCR > 3 mg/dL 0.001 1.435 - 3.964 2.385
Linfocitos (hemograma) < 20% 0.050 1.001 — 3.534 1.881
Linfocitos (hemograma) < 1000 células/uL 0.168 0.835-2.814 1.533
Combinada
IgG < 400 mg/dL dia 7 0 30 0.780 0.594 — 2.000 1.090
IgG < 600 mg/dL dia 7 o0 30 0.040 1.022 - 2.615 1.635
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Las variables relacionadas con el riesgo post trasplante para infeccion o
reactivacion de CMV en el seguimiento del post trasplante en los resultados globales

en el seguimiento se muestran en siguiente tabla.

Tabla 12b. Regresion logistica para factores de riesgo para infeccion por CMV
en el post trasplante

Valor de p IC 95% Irrzge:;)to
Infeccion o reactivacion del CMV en el post trasplante
Variables Clinicas
Edad > 50 0.294 0.815 - 1.967 1.266
Sexo (femenino) 0.137 0.897 — 2.212 1.409
Tabaquismo 0.684 0.723 - 1.638 1.088
Hipertension Arterial 0.092 0.125 - 1.170 0.382
Cardiopatia Isquémica <0.001 0.305 - 0.695 0.461
Obesidad 0.911 0.113-7.016 0.889
Diabetes Mellitus tipo 2 0.821 0.246 — 5.844 1.200
Dislipidemia 0.639 0.684 — 1.856 1.127
Pretrasplante
C3 < 80 mg/dl <0.001 1.960 — 6.350 3.524
C4 < 20 mg/dl <0.001 1.580 — 4.090 2.541
IgG < 900 mg/d| 0.012 1.133 -2.785 1.777
lgG2<1.9g/L 1.000 0.476 — 2.102 1.000
lgG3 < 0.20 g/L 0.088 0.869 — 7.618 2.573
Linfocitos T CD8+ (%) < 25 % 0.800 0.645 — 1.767 1.067
7 dias post trasplante
Linfocitos NK < 50 células/uL 0.043 1.020 — 3.639 1.927
IgA < 200 mg/d 0.220 0.832-2.218 1.359
IgG < 400 mg/d| 0.008 1.302 - 5.658 2.714
C3 < 80 mg/dl 0.477 0.741 —1.897 1.186
C4 < 20 mg/dl 0.284 0.801 —2.134 1.307
PCR > 3 mg/dL 0.054 0.992 — 3.097 1.752
30 dias post trasplante
IgG < 900 mg/d| 0.008 1.321 - 6.590 2.951
Linfocitos NK < 50 células/uL 0.210 0.793 - 2.864 1.507
Combinada
IgG < 400 mg/dL dia 7 0 30 0.777 0.483 — 1.724 0.912
lgG < 600 mg/dL dia 7 o0 30 0.384 0.626 — 1.197 0.866
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Las variables analizadas en la regresion logistica en los resultados globales

que se relacionaron con exitus durante el seguimiento se muestran en la siguiente

tabla.

Tabla 12c. Regresion logistica para factores de riesgo para exitus en el post

trasplante
Valor de p IC 95% '"zg?f)m

Exitus en el post trasplante
Variables Clinicas
Edad > 50 afios 0.974 0.653 — 1.553 1.007
Sexo (femenino) 0.766 0.598 — 1.459 0.935
Uso de Basiliximab 0.129 0.212-1.219 0.508
Tabaquismo 0.978 0.669 — 1.512 1.006
Hipertension Arterial 0.381 0.382 — 1.446 0.743
Cardiopatia Isquémica 1.553 1.028 — 2.347 1.553
Obesidad 0.282 0.367 — 31.33 3.391
Diabetes Mellitus tipo 2 0.340 0.381 -16.420 2.500
Dislipidemia 0.394 0.448 — 1.372 0.784
Pretrasplante
IgG < 900 mg/dl 0.377 0.776 — 1.953 1.231
C4 <20 mg/d 0.006 1.210 - 3.070 1.927
[gG3 <0.20 g/L 0.041 1.043 — 7.967 2.882
Linfocitos T CD8+ (#) < 600 células/uL 0.062 0.952 - 6.884 2.561
7 dias post trasplante
IgM < 60 mg/dl 0.002 1.334 — 3.556 2.178
Linfocitos T CD3+ (%) < 70% 0.036 1.040 — 3.338 1.863
C3 < 80 mg/dl 0.061 0.979 - 2.632 1.605
Proteinas totales < 5 g/d| 0.025 1.166 — 9.987 3.412
Monocitos (hemograma) < 350 células/uL 0.575 0.490 — 3.618 1.331
30 dias post trasplante
C3 < 80 mg/dl 0.007 1.275 — 4.598 2.421
C4 <20 mg/dl 0.009 1.217 — 3.951 2.193
Linfocitos NK (%) < 10% 0.017 1.152 — 4.352 2.239
Linfocitos T CD3+ (#) < 700 células/uL 0.117 0.882 — 3.076 1.648
PCR >3 mg/dL 0.013 1.187 — 4.235 2.242
Alblimina < 3.5 g/dI 0.341 0.583 — 4.740 1.663
Linfocitos (hemograma) < 1000 células/uL 0.084 0.903 —5.018 2.128
Combinada
IlgG < 400 mg/dL dia 7 0 30 0.004 1.352 - 4.784 2.543
IgG < 600 mg/dL dia 7 0 30 0.011 1.180 — 3.668 1.078
Infeccion post trasplante 0.703 0.733 - 1.584 1.078
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Escalas Inmunoldégicas (Immunoscores)

Con la informacion de los analisis de regresion, se disefiaron distintas escalas
de riesgo, “inmunoscores” para estos pacientes asignando puntos a cada variable segun
el riesgo relativo de la regresién logistica para crear un modelo que pueda usarse para
predecir el riesgo de infeccion y establecer una poblacion de riesgo en la cual debe
considerarse el uso de profilaxis antibidtica o una vigilancia mas estrecha de signos

infecciosos en el seguimiento.

En cuanto a los factores en la primera semana y el primer mes post trasplante,
también se observaron variables relacionadas con la inmunidad celular relacionadas con
un mayor riesgo de presentar infecciones, en estos pacientes podria plantearse el
“inmunoscore” asignando un punto a cada variable y considerarlos candidatos para

plantearse el inicio de tratamientos mas agresivos de forma mas precoz.

Se construyo en este trabajo una escala sumando los puntos correspondientes
para otorgar un nivel de riesgo de infeccion y de mortalidad de forma precoz,
pretrasplante y en el primer mes cuando el paciente se encuentra todavia hospitalizado
en la mayoria de los casos. Después se analizo el riesgo en pacientes que tenian una
mayor cantidad de puntos. En la escala de variables de riesgo para infeccion global en
el estudio 1 de trasplante de 6rgano sdlido (Tabla 11a), en los pacientes que tenian una
puntuacion de 4 o mas, se encontré un OR de 2.89 (IC 95% 1.641 — 5.123; p<0.001).

Tabla 13a. Escala de riesgo para infeccion global post trasplante de 6rgano
solido.

Variable Puntaje

Monocitos < 7%, pretrasplante 2
IgG < 600 mg/dL, dia 7 o dia 30

Linfocitos T CD4+ < 400 células/uL, dia 30
C3 < 60 mg/dl, dia 30

PCR > 3 mg/dl, dia 30

N N N DN
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Figura 9. Curva COR score para seleccionar un punto de corte de score de riesgo de infeccion:
area bajo la curva 0.88, p>0.001, sensibilidad 83%, especificidad 90%

En el caso de la infeccion por CMV en el seguimiento post trasplante, se
encontraron variables de hipocomplementemia y deficiencia en la inmunidad celular y
humoral que se relacionaron con un mayor riesgo, por lo que se construyé una escala
separada para este caso. La escala de variables de riesgo para infeccion CMV en el
estudio 1 de trasplante de érgano sdlido, en los pacientes que tenian una puntuacion de
4 0 mas, se encontréo un OR de 4.77 (IC 95% 2.605 — 8.737; p<0.001).

Tabla 13b. Escala de riesgo para infeccion por CMV post trasplante

Variable Puntaje
C3 < 80 mg/dl, pretrasplante 4

IgG < 900 mg/dl, pretrasplante

IgG <400 mg/dl, 7 dias

Linfocitos NK < 50 células/ul, 7 dias
PCR > 3 mg/dl, 7 dias

N D W DN
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En el caso de los factores asociados a riesgo de mortalidad, se encontraron
variables de hipocomplementemia, inmunidad celular y humoral con diferencias
estadisticamente significativas. El modelo seleccionado incluye solo biomarcadores
ampliamente accesibles, por lo que se construyd una escala agregando pruebas del
perfil bioquimico, ya que son pruebas de facil acceso en la mayoria de los centros
hospitalarios. La escala de variables de riesgo para muerte seleccionada en el estudio
1 de trasplante de 6rgano sélido, en los pacientes que tenian una puntuacion de 3 o
mas, se encontré un OR de 9.481 (IC 95% 4.298 — 20.911; p<0.001).

Tabla 13c. Escala de riesgo para exitus post trasplante de 6rgano sélido

Variable Puntaje
C4 < 20 mg/dl, pretrasplante 2
C3 < 80 mg/dl, 30 dias 2
PCR > 3 mg/dl, 30 dias 2
IgG <400 mg/dL, 7 o 30 dias )
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Estudio 2. Estudio multicéntrico de trasplante renal.

Estudio multicéntrico prospectivo en los que se evaluaron 250 pacientes
trasplantados renales en 3 centros hospitalarios en Espafia y uno de Chile para evaluar

el papel de los parametros de inmunidad humoral como factores de riesgo.

Los centros incluidos en este estudio fueron el Hospital Universitario Vall
d'Hebrén en Barcelona (12 casos), Hospital Universitario Marqués de Valdecilla en
Santander (27 casos), Universidad Austral de Chile (24 casos) y el Hospital General
Universitario Gregorio Maraidn en Madrid (187 casos). Se realizé un seguimiento de 6
meses post trasplante, con puntos de estudio en el pretrasplante, 7 y 30 dias. Se usaron
las mismas definiciones para las variables, criterios de inclusion y exclusion que en este
protocolo. La media de edad fue de 54.8 afos (68.4% pacientes masculinos, intervalo
de edad 17-81 afos). La media de tiempo en la lista de espera fue de 315 dias (intervalo
de 2 — 2854 dias). Las indicaciones para el trasplante renal se indican en la siguiente
tabla.

Tabla 14. Indicacién del trasplante renal

Glomerulonefritis 19.3 %
Nefropatia Diabética 18.8 %
Enfermedad Poliquistica 13.2 %
Nefritis Intersticial 9.6 %
Nefropatia Hipertensiva 5.6 %

Durante el seguimiento en este grupo se encontraron 76 casos (30.4%) de
infeccion bacteriana recurrente post trasplante, los microorganismos responsables de
las infecciones se describen en la Tabla 7b. Las infecciones reportadas incluyeron
infeccion del tracto urinario (38 casos), neumonia (6 casos), pielonefritis aguda (4
casos), intraabdominales (4 casos), gastrointestinales (4 casos), del sitio quirurgico (4
casos), por accesos vasculares (4 casos), de tejidos blandos (3 casos), bacteriemia (3
casos), absceso (1 caso) y meningitis (1 caso). La media de tiempo libre de infeccion
fue de 33 dias y las infecciones severas ocurrieron en los primeros 3 meses del post
trasplante. Se uso profilaxis antibiética con cefalosporina (72.4%) y TMP/SMX (88%)
por 3 a 6 meses después del trasplante en todos los centros. La terapia
inmunosupresora de mantenimiento post trasplante usada fue corticoides (68.4%),
ciclosporina (5.2%), tacrolimus (99.2%), micofenolato (99.2%), sirolimus y everolimus
(1%).
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Tabla 15. Microorganismos en las infecciones post trasplante

Escherichia coli 14 18.4
Enterococcus spp 9 11.8
Klebsiella spp 8 10.5
Acinetobacter baumannii 5 6.5
Pseudomona spp 5 6.5
Proteus mirabilis 3 3.9
Enterobacteriaceae (other) 2 2.6
Staphylococcus aureus 2 2.6
Staphylococcus coagulase 2 2.6
negative
Streptococcus viridans 2 2.6
Serratia marcescens 2 2.6
Burkholderia cepacea 1 15
Stenotrophomonas maltophilia 1 13
Meningococcus 1 1.3
Other or negative 19 25

En este grupo de pacientes se encontré como variable clinica asociada al riesgo
de infeccidn bacteriana recurrente post trasplante, como antecedente de terapia
inmunosupresora pretrasplante (p 0.012), se observé también una tendencia estadistica
para pacientes con infecciéon por CMV que requirieron terapia antiviral (p 0.063). Por
otra parte, se observd que los pacientes con profilaxis antibiética con TMP/SMX se
asocio con un menor riesgo de infeccién bacteriana recurrente. La vacunacion anti-

neumococo pretrasplante no se asocio significativamente con el riesgo de infeccion.

En el analisis del perfil inmunoldgico, los valores de IgG disminuyeron durante el
seguimiento en los dias 7 y 30 comparados con los valores basales pretrasplante, esta
disminucion se observé de la misma forma en todos los centros participantes y se
mantuvo durante el seguimiento. Ademas, se observé disminucion de los valores séricos
de IgA y C4, mientras que los valores de IgM se mantuvieron estables. La
hipogammaglobulinemia 1gG, se present6 en 32.4% de los pacientes en el seguimiento
y solamente 1.8% presentaron hipogammaglobulinemia severa durante el primer mes.
La media de valores de IgG en este grupo de estudio estuvo entre 400 y 700 mg/dl.
Entre las variables inmunoldgicas evaluadas, se encontraron diferencias con valores a
los 7 dias de IgG < 700 mg/dl (p 0.001) e IgG anti-PPS < 10 mg/dl (p 0.001); a los 30
dias de IgA < 80 mg/dI (p 0.002) e IgG anti-PPS (p 0.011).
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Durante el seguimiento, 23 (9.2%) pacientes desarrollaron infeccion o
reactivacion por CMV que requirié terapia con antivirales (enfermedad CMV). De estos
pacientes, 7 (30.4%) eran de alto riesgo (discordancia donante/receptor). La media de
tiempo libre de infeccién o reactivacion por CMV fue de 60 dias. Los tipos de enfermedad
por CMV fueron sindrome viral (20 casos) y enfermedad por 6rganos (3 casos). La
hipogammaglobulinemia por IgA a los 7 dias e IgG a los 30 dias se asocio
significativamente con la infeccion por CMV. La combinacion de disminucion de valores
de 1gG y anticuerpos anti CMV en el pretrasplante se asocio con infeccion por CMV (p
0.026), sin embargo, no se encontrd asociacion para valores disminuidos de C3 y C4.
Entre las variables clinicas evaluadas, se encontraron diferencias significativas en
pacientes con DM2 (p 0.009), serologia CMV pretrasplante (p 0.068) y rechazo agudo
(p 0.067) durante el seguimiento. El uso de profilaxis con valganciclovir no se asocio a

disminucion del riesgo de infeccién (p 0.20).

En la regresion logistica en estos pacientes resultaron parametros significativos
para la infeccion bacteriana post trasplante la hipogammaglobulinemia IgA a los 7 dias,
IgG a los 30 dias y la IgG anti-PPS en ambos puntos. Para las infecciones por CMV, se
encontraron como factores de riesgo los valores a los 7 dias de IgG < 700 mg/dl y la
disminucion de I1gG anti CMV < 10 000 unidades (p 0.033); y a los 30 dias se encontro
una tendencia con valores de IgG < 700 mg/dI (p 0.061).
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Discusion:

Las infecciones siguen siendo una de las primeras causas de muerte en
pacientes sometidos a trasplante de 6rgano sélido. Pese a los avances en terapias
inmunosupresoras y de profilaxis antimicrobiana las infecciones se asocian a una
elevada morbimortalidad (7, 13). Por ello, todo avance en este campo es del maximo
interés. Uno de estos avances esta en el area de biomarcadores de prediccion del riesgo
de infeccion. En las ultimas décadas no ha habido practicamente ninguna clara
incorporacién de nuevos biomarcadores para uso clinico en trasplantes. Ejemplos de
nuevas aportaciones incluyen el estudio de inmunidad celular especifica anti-CMV como

biomarcador de riesgo de infeccion y enfermedad por CMV (3).

El grupo investigador en el que se ha desarrollado esta tesis ha apostado por la
evaluacion de biomarcadores de inmunocompetencia facilmente disponibles en la rutina
como posibles herramientas para evaluar el riesgo de desarrollo de infeccion en
momentos claves. Estos incluyen el estudio pre-trasplante y estudios realizados durante

el primer mes tras el trasplante (dia 7 y dia 30).

Existen varios trabajos publicados que estudian las asociaciones entre
alteraciones de la inmunidad como la hipogammaglobulinemia y las infecciones en
pacientes inmunosuprimidos o trasplantados (9, 10, 13). En nuestro grupo de
investigacion se ha estudiado el papel de la inmunidad humoral y celular con infecciones
bacterianas o por CMV en el periodo post trasplante renal, cardiaco, pulmonar y
hepatico. Como hemos dicho, las infecciones son un evento clinico muy frecuente en el
post trasplante de érgano sdlido y se requieren biomarcadores confiables como factores

de riesgo en estos pacientes (3).

Esta tesis se compone de dos estudios multicéntricos internacionales, uno en
trasplante de 6rgano sdlido y otro en trasplante renal. El proceso de evaluacion de
biomarcadores requiere la realizacion de estudios multicéntricos internacionales y esta
tesis pretendia una validacion en ese sentido. La pandemia COVID19 frendé parte de

esta intencionalidad como comentaremos mas adelante.

En el primero de nuestros estudios se encontré una prevalencia de infeccion post
trasplante renal de 50%, hepatico 67% y cardiaco 33%, y globalmente fue de 55% lo
cual concuerda con lo publicado en algunos estudios en este tema en la literatura (3,
12, 14).
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Algunas guias internacionales han incorporado recientemente la
hipogammaglobulinemia como un factor de riesgo para eventos infecciosos en
recipientes de trasplante de 6rgano sélido (17), pero hasta ahora ningun estudio la ha

evaluado combinadamente en varios trasplantes a la vez.

Reconociendo que es dificil que un solo biomarcador explique por si solo el
riesgo de infeccion habidas cuentas de la complejidad de la respuesta inmunitaria y su
compleja interaccién con los distintos microorganismos, en nuestro estudio se ha dado
un paso mas adelante evaluando distintos componentes de inmunidad humoral y celular
y otros factores hematolégicos y bioquimicos también disponibles en rutina, mas alla de

la hipogammaglobulinemia.

Se han encontrado distintas variables de inmunidad humoral celular y otros
factores en el hemograma y la bioquimica sanguinea que podrian considerarse
biomarcadores de riesgo para infeccion. Ademas, dado que el estudio abarca un numero
grande de pacientes se analiza también el impacto de las mismas variables con el exitus

en el seguimiento de los pacientes trasplantados.

En nuestros estudios siempre se ha evaluado primero el riesgo de infeccion
global sin distinguir entre infeccion bacteriana, viral o fungica. En este estudio se
encontraron como factores de riesgo para infeccion global de forma precoz en el
seguimiento variables de la inmunidad celular como valores disminuidos de células T
CD8+ a los 7 dias y de linfocitos T CD3+, y subpoblaciones CD4+ y CD8+ en los 30
dias, los cuales podrian usarse como biomarcadores en este tipo de pacientes para
predecir el riesgo de infeccion. Desde hace afios hay grupos que han planteado que la
simple deteccion de linfopenia es un factor que predispone a infeccién (10, 22). El
estudio de subpoblaciones linfocitarias es un paso mas avanzado en el proceso de

identificacion de biomarcadores en este campo de la inmunidad celular.

Es interesante que la disminucion de los valores de monocitos pretrasplante en
el hemograma también se asocié a mayor riesgo de infeccion, ya que este biomarcador
puede ser accesible en un mayor numero de centros hospitalarios donde no pueda
realizarse analisis de inmunidad celular y no es un parametro que los clinicos suelan
tener en cuenta. Los monocitos son células presentadoras de antigeno, es decir tienen

un rol muy importante en el proceso de reconocimiento antigénico, de alli que detectar
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que la monocitopenia porcentual se asocia con riesgo de infeccion es otra de las

aportaciones originales de esta tesis doctoral.

En el andlisis de los pacientes especificamente con infeccion por CMV, se
encontraron como factores de riesgo en el pretrasplante de forma precoz en el
seguimiento la hipogammaglobulinemia IgG y la hipocomplementemia, lo cual coincide
con lo reportado por otros estudios en la literatura y en nuestro grupo de investigacion
en otros trabajos publicados (3). La confirmacién con un mayor tamafio muestral es

importante.

La definicion del nivel de hipogammaglobulinemia que se asocia a riesgo de
infeccion global o por CMV aun no esta cerrado. En este trabajo se identifico un nivel
mayor al utilizado en otros estudios. Una explicacion es la inclusion de varios trasplantes
de drgano solido en el analisis incluyendo el trasplante hepatico que tiene como punto

de partida hipergammaglobulinemia 1gG.

En este grupo de analisis de factores de riesgo de infeccion por CMV, también
se encontraron factores de riesgo pretrasplante en el hemograma y la bioquimica
sanguinea como los valores disminuidos de linfocitos y monocitos que podrian
emplearse en centros hospitalarios donde no se disponga de pruebas inmunolégicas.
Es importante mencionar que este grupo de pacientes con infeccion por CMV también
resultaron de mayor riesgo de mortalidad en el post trasplante, asi que es importante
identificar los factores de riesgo de forma precoz y dar tratamiento adecuado y eficaz

para disminuir el riesgo de eventos de exitus en esta poblacion.

Ademas de la infecciéon por CMV, otros marcadores de riesgo para exitus en el
pretrasplante son la hipocomplementemia de C4 y de forma precoz, a los 7 dias, la
hipogammaglobulinemia IgM, lo cual concuerda con algunos de los resultados

publicados en la literatura (13, 14).

Entre las variables bioquimicas de riesgo de muerte, podemos observar la
importancia de la nutricion como factor de riesgo para eventos de exitus, ya que
pacientes con déficit de vitamina D y disminucién de proteinas totales se encontraron
como biomarcadores de riesgo en etapas precoces. Sin embargo, en etapas mas
tardias, a los 30 dias, se observan como biomarcadores la inflamacion, con elevacion
de PCR y neutrofilia.

-80-



Es interesante observar que existen variables que podrian considerarse
biomarcadores de riesgo de infeccién y de mortalidad en los tres puntos de medicion,
con esta informacioén se construyd una escala de puntaje para valorar el riesgo en estos
pacientes. En el pretrasplante, se consideraron como relevantes para la construccion
de la escala los valores significativos en el analisis de regresion logistica multivariada,
como la hipogammaglobulinemia IgG durante el primer mes, con relacién a la inmunidad

humoral y la disminucién de linfocitos T CD4+ en las variables de inmunidad celular.

Nuestro estudio multicéntrico de trasplante de 6rgano sdélido esta limitado por el
pequeiio numero de pacientes en uno de los centros. La otra limitacién es que
finalmente solo fue posible la inclusién de 2 centros. La pandemia COVID19 fren6
durante 2 afios la posibilidad de incluir centros de Brasil, México, Chile, Italia, Francia,
Bélgica y Estados Unidos que fueron pre-contactados. La imposibilidad para continuar
en el seguimiento de centros con los que se plante6 una colaboracion inicial debido a la
crisis sanitaria ocasionada por la COVID-19 durante el afio de seguimiento en el 2020
donde se pretendia desarrollar el estudio. Ademas, en uno de los centros colaboradores
no fue posible realizar el perfil inmunolégico celular completo o no se realizd en todos
los pacientes, lo cual afecta el analisis estadistico. Debido a que el seguimiento en los
centros era de 6 meses, se concentraron los puntos de analisis de los biomarcadores
en etapas precoces, a los 7 y 30 dias post trasplante, un analisis mas prolongado con
otros puntos de medicidon podria aportar mas informacién para el riesgo del desarrollo

de enfermedades en periodos mas tardios del seguimiento.

Es necesario continuar un estudio multicéntrico de este tipo con un mayor
numero de centros para validar los indices de riesgo obtenidos en estos pacientes y asi
establecer escalas inmunolégicas o “inmunoscores” Utiles para la identificacion precoz
de los pacientes en riesgo de infeccion post trasplante y con factores de riesgo para
mayor mortalidad. A pesar de todas estas limitaciones, este estudio tiene hallazgos
interesantes con biomarcadores que ya se han mencionado como de riesgo en otros
trabajos publicados en la literatura médica, confirmando la importancia de la vigilancia
y deteccion oportuna y temprana de inmunodeficiencias en pacientes trasplantados.
Esta informacién puede dar pie a un cambio de paradigma y nuevos protocolos clinicos
para pacientes trasplantados en los que se incluya la terapia con inmunoglobulina

intravenosa como opcidn en pacientes con inmunodeficiencias secundarias.

El segundo estudio multicéntrico, se llevé a cabo en pacientes con trasplante

renal en distintos centros hospitalarios nacionales y uno de Chile. Dado que en el estudio
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multicéntrico internacional no se pudieron incluir muchos pacientes con trasplante renal,
este estudio es importante al ser realizado en el trasplante que se realiza con mas
frecuencia entre los de 6rgano solido. Existen varios estudios previos a este que han
reportado asociaciones significativas entre hipogammaglobulinemia y episodios de
infecciones (infecciones en general, bacterianas, diarrea por Clostridium difficile,
bronquiectasias e infeccion por CMV), mientras que en otros trabajos no se encontraron
asociaciones entre niveles disminuidos de IgG e infecciones. Estos trabajos cubrieron
un extenso periodo de tiempo, durante el cual se usaron varios protocolos de terapia
inmunosupresiva y se incluyeron numerosas zonas geograficas, mayormente en
Europa, Estados Unidos y Australia (13, 23, 24, 25, 26, 27). Este estudio se disefio antes
que el anterior y solo incluyd biomarcadores de inmunidad humoral. No obstante, tiene
una peculiaridad importante. Se utilizé por primera vez la definicion de deficiencia
secundaria de anticuerpos considerando la combinacion de hipogammaglobulinemia
con nivel bajo de anticuerpos especificos. De esta manera se alinea con la actual
definicion utilizada en la ficha técnica de uso de inmunoglobulinas intravenosas
recientemente revisada por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, de enero
2019) y que usa como definicién hipogammaglobulinemia y/o déficit de formacién de

anticuerpos.

Este es el primer estudio multicéntrico que demuestra que Ila
hipogammaglobulinemia IgG y la deficiencia secundaria de anticuerpos, definida como
hipogammaglobulinemia IgG combinada con titulos disminuidos de IgG anti-CMV, se
asociaron con el desarrollo de enfermedad por CMV que requirié terapia antiviral en

receptores de trasplante renal.

En los ultimos afos, no se han incorporado de forma extensa a la practica clinica
nuevos factores de riesgo inmunoldgico para la enfermedad por CMV en pacientes con
trasplante renal. La medicién de la respuesta especifica de células T CD8+ a los
antigenos de CMV se ha propuesto como un factor de riesgo para la enfermedad por
CMV y se esta incorporando en las directrices actualizadas (28, 29). Las directrices
internacionales incluyeron recientemente la hipogammaglobulinemia IgG como factor de
riesgo para las pruebas en receptores de érganos solidos con enfermedad recalcitrante
por CMV (29). En nuestro estudio, la deficiencia secundaria de anticuerpos agrego
informacion a la hipogammaglobulinemia IgG como un unico biomarcador. Como hemos
mencionado antes, dado que es poco probable que un biomarcador sea suficiente para
explicar por si solo el riesgo de infeccion, en este estudio también se propone el uso de

parametros combinados en estudios futuros con muestras mas grandes. Una potencial
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limitacion de la prueba ELISA usado como prueba para la respuesta IgG a los antigenos
del CMV es que esta basada en el uso de fibroblastos infectados, y se ha sugerido que
la actividad funcional de los anticuerpos anti-CMV se evalua de mejor forma en pruebas
de ELISA basadas en células endoteliales (30). No obstante, es el ELISA con

disponibilidad actual y por ello se incluy6 en este estudio.

Las infecciones bacterianas son los resultados clinicos infecciosos mas comunes
después del trasplante de rifidén y hacen falta biomarcadores confiables del riesgo de
infeccion bacteriana recurrente en este tipo de trasplante. La mayor morbimortalidad en
trasplante renal, sobretodo el primer afio se asocia con este tipo de complicaciones
infecciosas. En este estudio, nos centramos en la infeccion bacteriana recurrente como
una definicion que podria reflejar mejor el estado neto de la inmunodeficiencia
secundaria que los eventos infecciosos de un solo episodio de infeccién bacteriana. En
esto también tratamos de alinearnos con la nueva definicion de la EMA para uso de
inmunoglobulinas. Las infecciones bacterianas recurrentes se consideran una
indicacion de reconstitucion con terapia con inmunoglobulinas IV por esta agencia

europea.

Estudios anteriores a este analizaron la relacion entre la hipogammaglobulinemia
IgG y las infecciones bacterianas. Las infecciones bacterianas que fueron tratadas en
régimen ambulatorio y las tratadas con antibioticos orales no se incluyeron como casos
en este estudio. Descubrimos que poco después del trasplante (por ejemplo, en el
primer mes), la hipogammaglobulinemia IgG era un factor de riesgo independiente para
la aparicién de infecciones bacterianas recurrentes. El siguiente paso después de la
evaluacion de la hipogammaglobulinemia IgG como Uunico biomarcador de
inmunocompetencia humoral contra la infeccion bacteriana es combinar la evaluacion
de IgG con titulos de anticuerpos especificos. Se ha reportado anteriormente, que existe
una disminucion de los titulos de anticuerpos antineumocadcicos durante el primer afio

después del trasplante de rifién (31).

En nuestro trabajo, observamos una disminucion significativa de los titulos de
anticuerpos anti-antigenos polisacaridos de neumococo (anti-PPS) durante el primer
mes después del trasplante. Es importante destacar que la disminucion de los niveles
de IgG anti-PPS en el dia 30 posterior al trasplante se asocié con el desarrollo de
infecciones bacterianas recurrentes en el seguimiento. Esta prueba se usa comiunmente
como una alternativa para evaluar la respuesta inmunoldgica independiente de células

T anti-polisacarido en pacientes con infecciones bacterianas recurrentes como una

-83-



sefal de alarma en la deficiencia primaria de anticuerpos (32). La vacunacién anti-
neumococo no estaba indicada de forma rutinaria en el protocolo pretrasplante para
todos los participantes en este estudio. Los estudios futuros deberian plantearse
confirmar el papel de este biomarcador en cohortes de pacientes que reciben
sistematicamente vacunas antineumococicas conjugadas o polisacaridas. Los niveles
de anti-PPS post vacunacion también puede usarse para evaluar el estado funcional de
la inmunidad humoral antibacteriana. Sin embargo, en general, se sugiere esperar hasta
los primeros 3 a 6 meses después del trasplante de rifidn (el periodo de
inmunosupresion mas intensa) antes de indicar la vacunacion (31, 33). No obstante,
este es precisamente el momento en el que se concentran la mayoria de las infecciones
bacterianas. Por lo tanto, la evaluacion de la respuesta de los anticuerpos a la
vacunacion es limitada durante los primeros 3-6 meses después del trasplante de riion.
Teniendo esto en cuenta, en este estudio proponemos que los niveles bajos de
anticuerpos anti-neumocécicos IgG inmediatamente después del trasplante podrian ser
un biomarcador sustituto aceptable para identificar el riesgo de infeccién bacteriana

recurrente.

La combinacion de la hipogammaglobulinemia 1gG y la disminucion de los
niveles de anticuerpos IgG especificos anti-neumococo es el segundo perfil
inmunologico de deficiencia secundaria de anticuerpos que se evalud en este estudio.
Observamos que los pacientes con anormalidades en ambas variables tienen un mayor

riesgo de infecciones bacterianas recurrentes.

En nuestro trabajo, los niveles de C3 fueron mas bajos el dia 7 y el dia 30 en
pacientes con infeccion bacteriana recurrente, aunque no pudimos identificar un punto
de corte valido en el analisis ROC para el riesgo de infeccion. Estudios de un solo centro
han reportado que existe una asociacion entre hipocomplementemia y diversas
definiciones de infeccion en receptores de trasplante renal (13). Observamos cinéticas
especificas de C3 en los centros participantes, y esto puede haber afectado la relacion
entre hipocomplementemia e infeccion analizada en nuestro estudio. Los niveles de C3
tendieron a aumentar en el periodo post trasplante en algunos centros; este aumento
se ha atribuido a la prevalencia de infecciones y al rechazo en estudios previos (34 -
37).

Con los datos de los modelos de regresién logistica se construyeron escalas

inmunoldgicas para el riesgo de infeccion global, infeccion por CMV y exitus. Es un paso
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mas en el proceso de evaluaciéon de biomarcadores y se proponen ya que pueden

validarse en futuros estudios.

En nuestro estudio multicéntrico de trasplante renal también tuvimos algunas
limitaciones. El reclutamiento comenzé antes en algunos centros que en otros; en
consecuencia, el nimero de pacientes incluidos en el estudio difiere entre los centros;
ademas, la mayoria de los pacientes eran de un solo centro igual que lo ocurrido con el
estudio 1. El bajo numero de algunos resultados clinicos, como la enfermedad por CMV,
es otra limitacion. Los datos limitados para estos resultados nos impidieron realizar un
analisis separado de los pacientes con riesgo alto, intermedio o bajo de desarrollar
enfermedad por CMV segun la serologia de IgG de CMV del donante y del receptor.
Dado que el periodo de estudio limité la acumulacién de un mayor numero de eventos,
nuestro objetivo fue evaluar los biomarcadores tempranos para una posible intervencion
y decidimos concentrar el estudio en los primeros 6 meses después del trasplante. Un
seguimiento mas prolongado podria ser necesario para poder realizar un mejor analisis
del riesgo de desarrollar enfermedad por CMV de aparicion tardia o recurrente. El
hallazgo de que el nivel de IgG post trasplante y la hipogammaglobulinemia IgG
combinados con titulos bajos de IgG anti-CMV en lugar de discordancia CMV D+/ R-
predice la enfermedad por CMV en el seguimiento post trasplante podria deberse a la
presencia de variables potencialmente no controladas o al seguimiento corto del estudio.
Es necesario continuar la validacibn de estas variables de riesgo en estudios
multicéntricos internacionales a gran escala antes de que puedan ser aceptados como
predictores de riesgo de infeccion en la practica clinica. A pesar de estas limitaciones,
debido al disefio prospectivo y multicéntrico, este estudio lleva los estudios previos de
un solo centro sobre el papel de la hipogammaglobulinemia IgG como biomarcador
unico, un paso mas alla. Nuestro estudio evalud el estado de deficiencia secundaria de
anticuerpos, definido como la combinacion de valores bajos de IgG con titulos bajos de

anticuerpos especificos relevantes para IgG.

El papel potencial de la monitorizacién de la deficiencia secundaria de
anticuerpos en los receptores de trasplante renal podria evaluarse mas profundamente
para encontrar nuevas pruebas que conduzcan a modificaciones de los protocolos
clinicos actuales. Dicho enfoque deberia incluir profilaxis antimicrobiana inmunoguiada
a largo plazo, protocolos de inmunizacion individualizados o el papel de la terapia de
reemplazo de IgG en pacientes con deficiencia secundaria de anticuerpos. Una revisiéon
sistematica reciente investigo el impacto de la profilaxis con inmunoglobulinas sobre la

infeccion después del trasplante de riidn (38). Ninguno de los estudios examind el
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efecto de esta intervencion en receptores de trasplantes con deficiencia secundaria de
anticuerpos. Por lo tanto, en el futuro se necesitaran ensayos clinicos aleatorizados
inmunoguiados para determinar si la terapia de reemplazo de inmunoglobulina es eficaz
para reducir el riesgo de infeccion después del trasplante de rifidn en pacientes con

deficiencia secundaria de anticuerpos.

Como se ha recordado antes, en enero de 2019, la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) actualiz6 las indicaciones de la inmunoglobulina intravenosa para
incluir pacientes con deficiencia secundaria de anticuerpos (definida como
hipogammaglobulinemia IgG y niveles bajos de anticuerpos especificos) e infecciones
graves o recurrentes que no se controlan con terapia antimicrobiana. Nuestro grupo en
este estudio aporta informacién relevante al respecto. En esta indicaciéon actualizada
para la terapia con inmunoglobulina intravenosa, la hipogammaglobulinemia I1gG se
define como niveles de IgG < 400 mg/dl. En nuestro estudio multicéntrico de trasplante
renal, la prevalencia de hipogammaglobulinemia grave (IgG < 400 mg/dl) que
registramos fue excesivamente baja (<2%). Se encontré que los puntos de corte mas
altos de hipogammaglobulinemia de I1gG (< 700 mg/dl) se asociaron significativamente
con complicaciones virales y bacterianas. Esto debe tenerse en cuenta en el disefio de
futuros ensayos clinicos que evalten el papel de la terapia de reemplazo de IgG. Es
interesante comentar que hemos informado anteriormente en un estudio de prueba de
concepto que la terapia de reemplazo de IgG en pacientes con hipogammaglobulinemia
IgG se asocio con la reconstitucion de anticuerpos antimicrobianos especificos distintos
junto con tasas mas bajas de enfermedad por CMV e infecciones bacterianas graves en
receptores de trasplante cardiaco (39). De hecho, en estas tesis hemos confirmado con
un numero mayor de pacientes que la hipogammaglobulinemia IgG definida como IgG
< a 600 mg/dL durante el primer mes es factor de riesgo de infeccion. Es mas, también
lo fue para muerte durante el seguimiento. Este es un paso mas en el proceso de
validacion de este biomarcador altamente traslacional pero que aun no se consigue su

uso rutinario.

En esta tesis, el analisis realizado con las variables post trasplante, sugiere una
serie de biomarcadores inmunolégicos, hematologicos y bioquimicos, que, en
combinacion con el contexto clinico del paciente, pueden predecir de forma efectiva y
precozmente el riesgo de complicaciones infecciosas y la mortalidad en el periodo post

trasplante de los pacientes receptores de trasplante renal, hepatico y cardiaco.
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La identificacion de la disminucién de marcadores como los niveles de
inmunoglobulinas y complemento, asi como la monitorizacion de los niveles en los
perfiles de inmunidad celular en los laboratorios de los centros hospitales donde se
cuenta con programas de trasplante, es una técnica con alta disponibilidad que puede
ayudar en la identificacion de subgrupos de pacientes con riesgo de infecciones y evitar
complicaciones clinicas importantes que pueden disminuir la supervivencia y calidad de
vida de los pacientes. Estos biomarcadores pueden identificarse en el periodo
pretrasplante y en el periodo precoz, durante los primeros 30 dias, y son utiles para
establecer una terapéutica precoz que pueda prevenir complicaciones que pongan en

peligro la viabilidad del injerto y los resultados del trasplante.

A manera de resumen, en el estudio multicéntrico de trasplante de 6rgano sélido,
renal, hepatico y cardiaco, la disminucion de niveles de poblaciones linfocitarias de
células T CD3+, T CD4+ y T CD8+ durante los primeros 30 dias post trasplante se
asociaron a un mayor riesgo de infecciones. Ademas de tendencias estadisticas para
hipocomplementemia C3 e hipogammaglobulinemia IgM que requiere continuar su
estudio en trabajos posteriores con mayor poblacién. En estos pacientes también se
encontré relacion con la disminucion de monocitos en el hemograma como factor de
riesgo para el desarrollo de infecciones en general que podria ser un biomarcador
accesible para todos los centros hospitalarios. Los marcadores relacionados con riesgo
de infeccion por CMV post trasplante fueron los niveles pretrasplante disminuidos de
IgG (<900 mg/dl) y la hipocomplementemia (C3 y C4) lo cual coincide con lo publicado
previamente en la literatura. En estos pacientes también se encontré como factor de
riesgo valores disminuidos de monocitos en el hemograma en valores pretrasplante de

forma precoz en los primeros 30 dias del seguimiento.

En el estudio multicéntrico nacional de trasplante renal realizado por este grupo,
la deficiencia secundaria de anticuerpos fue un factor de riesgo para infecciones
bacterianas recurrentes y de enfermedad por CMV. En este trabajo se observé la
combinacion de hipogammaglobulinemia con nivel bajo de anticuerpos especificos (anti-
PPS y anti-CMV) como biomarcadores de inmunidad relacionado a la infeccién por
bacterias recurrentes y CMV, respectivamente. Ademas, la hipogammaglobulinemia IgG
resultdé un factor independiente como biomarcador de riesgo para las infecciones
bacterianas recurrentes. Futuros estudios deberan plantearse confirmar el papel de

estos biomarcadores de forma aislada y combinada.
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Los biomarcadores de riesgo de exitus encontrados en el analisis de
supervivencia incluyeron en la inmunidad humoral, la hipogammaglobulinemia IgG (y de
subclases de IgG 3) y la hipocomplementemia C3 en los primeros 30 dias post
trasplante. En los factores de riesgo en la inmunidad celular se incluyeron como
biomarcadores la disminucion del recuento de Linfocitos B. Ademas, se observé como
factor de riesgo de mortalidad disminucion de la albumina sérica en los primeros 30 dias,

lo cual habla del papel de la nutricidn en la supervivencia post trasplante.

Se han identificado varias escalas inmunolégicas (“immunoscores”) que se
asocian con el riesgo de desarrollo de infecciones globales y especificamente por CMV.
En el caso de la escala construida las infecciones globales, se encontré el mayor puntaje
relacionado a mayor riesgo, siendo las variables incluidas parametros de la inmunidad
celular en los primeros 30 dias como los linfocitos T CD4+ y CD8+. En la infeccion por
CMV del post trasplante, se encontré también mayor riesgo a mas puntos en la escala
construida, y las variables incluidas también incluyeron parametros correspondientes a
la inmunidad celular como células NK; aunque en este caso también se encontrd
significativa la presencia de variables de inmunidad humoral como hipocomplementemia

C3 en los primeros 30 dias del post trasplante.

Los resultados de este trabajo dan una pauta para continuar la validaciéon de
biomarcadores de riesgo de infeccién general y en especifico por CMV en otras
poblaciones a nivel nacional e internacional de forma que pueda validarse un
“inmunoscore” para esta poblacion de pacientes. La evaluacion cautelosa en estudios
posteriores de la eficacia y seguridad del empleo de esta escala para intervenciones
clinicas o terapéuticas, como la terapia intravenosa con inmunoglobulinas, para el
manejo de estas inmunodeficiencias es necesaria para considerar su incorporaciéon en

la practica clinica diaria en los centros trasplantadores.
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Conclusiones.

1.  En un estudio multicéntrico internacional de trasplante de 6rgano solido, niveles
bajos de poblaciones linfocitarias de células T CD4+ y T CD8+ durante los primeros

30 dias post trasplante se asociaron a un mayor riesgo de infecciones.

2. Se ha encontrado que porcentajes bajos de monocitos y proteinas totales
pretrasplante de érgano solido, asi como PCR elevada al mes post trasplante, son

factores de riesgo para el desarrollo de infecciones en general.

3. Los marcadores relacionados con riesgo de infeccion especifica por CMV post
trasplante de 6rgano sdlido (principalmente cardiaco y hepatico) fueron los niveles
pretrasplante de IgG < 900 mg/dIl, de complemento C3 y C4 bajos, y en los primeros
7 dias del seguimiento post trasplante la hipogammaglobulinemia IgG grave y los

niveles bajos de células NK.

4. Los biomarcadores de riesgo de mortalidad en trasplante de o6rgano solido
incluyeron: la hipocomplementemia C4 pretrasplante y la linfopenia T CD3+, la
hipogammaglobulinemia 1gG, valores disminuidos de proteinas totales vy

aumentados de PCR en los primeros 30 dias post trasplante.

5. Se han identificado varias escalas inmunolégicas (“immunoscores”) que incluyen
distintas combinaciones de biomarcadores inmunologicos, hematolégicos vy
bioquimicos, que, en conjunto con el contexto clinico del paciente, se asocian con
mayor fuerza que biomarcadores individuales con el riesgo de desarrollo de
infecciones globales, especificamente por CMV y con mortalidad; pudiendo predecir

de forma precoz estas variables de resultado relevantes.

6. En un estudio multicéntrico internacional de trasplante renal, la deficiencia
secundaria de anticuerpos (hipogammaglobulinemia IgG en combinacion con
niveles bajos de anticuerpos especificos) fue un factor de riesgo independiente para

infecciones bacterianas recurrentes y para desarrollo de enfermedad por CMV.

7. Estos resultados sientan las bases para la etapa de validacion internacional de
perfiles de inmunocompetencia antes de su posible inclusion en guias clinicas para

el manejo de infecciones bacterianas y por CMV en trasplante de 6rgano solido.
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Abstract

Background: We performed a multicenter study to assess the association between
secondary antibody deficiency (immunoglobulin G [IgG] hypogammaglobulinemia
combined with low levels of specific antibodies) and development of infection in kid-
ney transplantation.

Methods: We prospectively analyzed 250 adult kidney recipients at four centers. The
assessment points were before transplantation and 7 and 30 days after transplanta-
tion. The immune parameters were as follows: 1gG, IgA, and IgM and complement
factors C3 and C4 tested by nephelometry; specific IgG antibodies to cytomegalo-
virus (CMV) and IgG and IgG2 antibodies to pneumococcal polysaccharide (anti-PPS)
determined using enzyme-linked immunosorbent assay. The clinical follow-up period
lasted 6 months. The clinical outcomes were CMV disease and recurrent bacterial
infections requiring antimicrobial therapy. Statistics: Multivariate logistic regression.
Results: At day 7, IgG hypogammaglobulinemia (IgG levels < 700 mg/dL) combined
with low IgG anti-CMV antibody titers (defined as levels < 10 000 units) was pre-
sent in 12% of kidney recipients. IgG hypogammaglobulinemia combined with low
1gG anti-PPS antibody titers (defined as levels < 10 mg/dL) at 1 month after kidney
transplantation were recorded in 16% of patients. At day 7 the combination of I1gG
hypogammaglobulinemia and low anti-CMV titers was independently associated
with the development of CMV disease (odds ratio [OR], 6.95; 95% confidence inter-
val [Cl], 1.17-41.31; P = .033). At day 30 after transplantation, the combination of
IgG < 700 mg/dL and IgG anti-PPS < 10 mg/dL, was independently associated with
recurrent bacterial infection (OR, 5.942; 95% Cl, 1.943-18.172; P = .002).

Abbreviations: anti-CMV, antibodies to CMV; anti-PPS, antibodies to pneumococcal polysaccharide; C3, complement factor C3; C4, complement factor C4; CMV, cytomegalovirus;
ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; IgA, immunoglobulin A; 1gG, immunoglobulin G; IgM, immunoglobulin M; OR, odds ratio; ROC, receiver operating characteristic.
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1 | INTRODUCTION

Infections continue to be assoclated with mortality in kidney trans-
plantation.' New early blomarkers should be Introduced In clinical
routine to Improve assessment of the risk of developing Infection
following kidney transplantation,’

Secondary antibody deficiency comprising immunogiebulin G
{1gG) hypogammaglobukinemia and low levels of specific antimi-
croblal antibodies may be the result of immunosuppressive ther-
apy and specific procedures used In solld organ transplantation.®
182G hypogammaglobulinemia has been extensively evaluated in
solid organ transplantation,*** and one meta-analysis suggested
that severe 1gG hypogammaglobulinemia is a risk factor for in-
fection In solid organ recipients,’® However, previous studies
performed In kidney reciplents are kmited by the fact that data
were gathered from a single institution: in addition, published re-
sults are contradictory.”** Multicenter studies are necessary to
evaluate blomarkers for use In clinical practice.!” We previously
confirmed the role of 1IgG hypogammaglobulinemia and distinct
specific antibodies in multicenter studies performed in heart and
lung reciplents.**? Compared with heart and lung transplanta-
tion, the decrease In IgG levels after transplantation is lower in
kidney reciplents.”*?? These blomarkers are not applicable in
the same way in all solid organ reciplents and distinct cut-offs
should be taken into account, The combination of 1gG testing
with specific antibody titers has not been previously evaluated in
kidney transplantation,

Here, we present the results of the first multicenter, prospec-
tive study of the humoral immunity parameters used to define sec-
ondary antibody deficiency in adult kidney recipients. We aimed
to assess the prevalence of distinct components of secondary
antibody deficlency and the impact of abnormal values of these
markers as potential risk factors of Infection to be considered for
future study.

infection, Kidney transplantation, risk factors, secondary antibody deficiency

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Study design

We prospectively evaluated 250 adult patients undergoing kidney
transplantation in four teaching hospitals in different geographical
areas to assess the potential role of humoral Immunity parameters
as risk factors for infection. The centers were distributed as follows:
Hospital Universitario Valle de Hebrén (n = 12), Barcelona, Spain
(Center 1); Hospital Universitario Margués de Valdecilla (nh = 27),
Santander, Spain (Center 2); Hospital General Universitario Gregorio
Marafon (n = 187) Madrid, Spain (Center 3); and Universidad Austral
de Chile (n = 24), Valdivia, Chile (Center 4),

The follow-up period was 6 months after transplantation, Clinical
outcomes included cytomegalovirus (CMV) disease requiring antivi-
ral therapy and recurrent bacterial infections requiring Intravenous
antimicrobial therapy in hospital,

Inclusion and exclusion criteria. All adult kidney reciplents who
were on the walting list and transplanted during the study period
(April 2010-June 2016) were evaluated, Patients with primary anti-
body deficiencies were not included,

Cytomegalovirus disease was defined as the presence of 3 pos-
Itive CMV viral load In blood, clinical symptoms, and need for anti-
viral therapy.’® CMV viral load was quantified in each participating
center using local laboratories.** Recurrent bacterial infections were
defined as two or more episodes of bacterial infection that required
Intravenous antimicroblal therapy in hospital, Recurrences at the
same site with the same organisms and new bacterial infections with
different organisms at the same or different sites were included.

Clinical and epidemiological data on patients encolled In the
study were collected by local Investigators during the follow-up
period. Acute rejection was defined as an Increase In serum cre-
atinine level after exclusion of other causes of graft dysfunction.
This increase had to occur alongside a sudden decline in glomerudar
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filtration rate and renal function and well-established diagnostic fea-
tures in a kidney allograft biopsy that were antibody-mediated and/
or T-cell mediated.”?

2.2 | Immunological studies

Immunological tests were performed in serum samples obtained at
inclusion on the waiting list and at days 7 and 30 after transplan-
tation. Levels of immunoglobulin (IgG, IgA. IgM) and complement
factor {C3 and C4) were determined usng nephelometry (Beckman-
Coulter-lzasa at Gregorio Marandn Hospitat Siemens at Hospital
Margués de Valdecilla). In a previous multicenter study, we demon-
strated the reproducibility of IgG and C3 testing between the differ-
ent participating centers. '

The evaluation of humoral specific immunity that could predis-
pose to CMV disease and infection included assessment of anti-CMV
12G antibodkes using a commercial enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit, Microtitration plates were coated with inactivated
CMV antigens derived from human fibroblasts infected with CMV
[Enzygnost Antl-CMV 1gG; Slemens).

To assess potential humoral immunity-specific risk factors for
recurrent bacterial infection, the specific 1gG and IgG2 response to
polysaccharide antigens was evaluated using a multivalent pneumo-
coccal poltysaccharide (PPS] ELISA kit containing 23 serotypes of
Pneumococcus pneumonioe (Binding Site). Anti-PPS Is an accepted
surrogate parameter for the evaluation of immunocompetence
against polysaccharide antigens In primary and secondary antibody
deficlencles.”

Secondary antibody deficiency was defined as the presence of
12G hypogammaglobulinemia combined with low levels of specific
antibadies during the post-transplant period.’

Frozen serum samples were sent to the coordinating center in
Madrid for testing of the immunological parameters,

2.3 | Statistical analysis

Avallable markers were defined according to established cut-
off definitions at the Immunology Center in Madrid, as follows:
186G hypogammaglobulinemlia, IgG < 700 mg/dL; IgA hypogam-
maglobulinemia, IgA < B0 mg/dL; 1gM hypogammaglobulinemia,
IgM < 50 mg/dL; C3 hypocomplementemia, C3 < 80 mg/dL; and
C4 hypocomplementemia, C4 < 20 mg/dL, Severe IgG hypogam-
maglobulinemia was defined as IgG < 400 mg/dL. Receiver oper-
ating characteristic (ROC) curve analysis was used to Identify the
best cut-off points of specific antibodies. These values are dis-
closed in the results, Variables that reached >50% of the quality
of the classification algorithm (overall model guality) in the ROC
analysis were stratifled into two groups by selecting the best cut-
off according to sensitivity and specificity,

We analyzed clinical patient-related varlables (demographic,
preoperative, and post-transplant datal and eight immunoclogical
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variables. Independent factors for severe specific infections (CMV
disease or recurrent bacterial infection) were calculated using mul-
tivariable logistic regression. The odds ratio (OR) was used as a
measure of relative risk. A P value of less than .05 was considered
significant. A stepwise approach was used to determine which of
the factors or variables studied were most strongly associated with
severe infections. Variables with significant colinearity were ex-
cluded from the analysis. Regardless of statistical significance, the
variable “participating center® was maintained in models to account
for potential unmeasured differences between the institutions with
respect to the risk of developing severe infections. Only clinical vari-
ables that reached a P < .1 in the univariate models were included in
the multivariate logistic regression maodels for adjustment of evalu-
ation of the immunological parameters as independent factors for
infection. The correlation between immunological parameters was
assessed using the Spearman correlation test.

All of the above-mentioned data analyses were carried out using
SPSS V. 1.0,01327 64 bits for Windows (IBM Inc.).

The study was approved by the Scientific Ethics Committee at
Hospital General Universitario Gregorio Marafén and Instituto de
Investigacidn Sanitarla Gregorio Marahdn In Madrid, Spain (Project
FIS 1101323 and FIS 1501472), According to Spanish legislation, this
approval Is valid for the performance of the study in other Spanish
centers, All participants provided their informed consent.

3 | RESULTS
3.1 | Clinical characteristics

We evaluated 250 adult kidney redplents (mean age 54.8 years
[interval 17-81 years), 68.4% malel. Median time on the walting
list was 315 days (Interval 2-2854 days). The underlying etiology of
terminal kidney diseases leading to transplantation was glomerulo-
nephritis {19.3%), diabetic nephropathy (18.8%), potycystic kidney
disease {13.2%), chronic interstitial nephritis (9.6%), and hyperten-
slve nephropathy (5.6%). Median cold ischemia time was 14 hours,
Cytomegalovirus prophylaxis Included ganciclovir {6.8%) and valgan-
ciclovir (34,8%). The antl-CMV prevention approach varled across
the participating centers according to the patients' profile, Anti-
CMV prophylaxis with valganciclovir for 3 months was indicated in
CMV-seronegative reciplents and those receiving Induction therapy
with antithymocyte globulin in centers 2 and 4. CMV-seronegative
patients received valganciclovir for 6 months In centers 1 and 3,
CMV-seropositive patients received valgancidovir for 3 months in
center 1, CMV-seropositive reciplents were managed preemptively
in center 3 {absence of antlviral prophylaxis and monitoring points
for CMV viremla to start valganciclovir after transplantation).
Antibacterial prophylaxis was with cephalosporin (724%) and
trimethoprim-sulfamethoxazole (838%) for 3 months after trans-
plantation in center 4 and for 6 months In centers 1, 2, and 3, Pre-
transplant pneumococcal vaccination was not Iindicated in center 2
and was administered before transplantation In centers 1 (100%), 3
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TABLE 1 Clinical and iImmunclogical factors assoclated with development of CMV disease

Parameter Prev OR 95% Cl P value
Center - 048 0.26-0.89 021
Age [per each year increase) - 1.002 096-1.03 92
Sex {male vs female) 684 1.221 0.42-3577 J15
Pre-transplant diabetes mellitus 272 337 1.35-8.40 009
Pre-transplant immunosuppressive therapy 17 049 011-218 35
Pre-transplant neoplasia 89 048 0.062-3811 49
Pre-transplant nephrotic range proteinuri (3 g/24 W) 38 3.896 0.796-20.898 J13
End stage renal disease glomerulonephritis 193 0497 0.110-2.25 364
Previous solid organ transplantation 19.2 042 093186 25
Time in waiting list [per each day increase} - 099 0.99-1.001 232
Redipient CMV serclogy (negative vs positive) 19.2 252 094-678 063
Mismatch 1gG CMV donor positive/redpient negative 17.2 251 088711 084
Type of CMV prophylaxis - 0993 0.62-1.61 59
Induction with basliximab 64.8 0.87 0.34-220 a7
Induction with anti-thymocyte glebulin 23.6 1012 035291 98
Maintenance immunosuppression with prednisone 48.4 254 0.708-9.109 A5
Cold ischemia time {per each increase minute) - 0939 0.809-1.090 407
Tacrobmus levels day 7 (per each increase in ng/mL - 1070 0.884-1.295 A8
Acute rejection 10.7 2078 0.9-4.54 067
Humoral rejection 9.8 094 0.209-4.41 H62
Past-transplant plasmapheresis 9.9 1.4608 0.433-5952 479
IgG < 400 mg/dL day 7 or day 20 12 6450 0.537-77.421 242
IgG < 700 mg/dL day 7 21.6 2.80 0.810-9.682 04
1gG < 700 mgsdL day 30 208 448 14631234 004
IgA < 80 mg/dL day 7 75 4837 1.107-21137 036
1gM < 50 mg/dL day 7 262 0.579 0.120-2.503 A7
C3 <80 mg/dL day 7 116 044 0054-363 A5
C4<20meg/dL day 7 13 0.216 00271739 A5
C3 <80 mg/dL day 30 116 0,808 0171-3.826 788
C4 < 20 mg/dL day 30 224 0.52 0.14-1.963 338
18G specific anti-CMV titer < 10 000 day 7 364 1.80 0.347-9.34 4B
1gG specific amti-CMV titer < 10 D00 day 30 339 0.768 0.142-415 J6
186G < 700 meg/dL and 1gG anti-CMV < 10000 day 7 12.0 8069 1.778-36.63 007

Abbreviations: CMV infection, cytomegalavirus pasitive viral load in bloed and antiviral therapy; IgA, immunoglobulin A; IgG, immunaglobulin G;

Prew, prevalence (percentage).

(85%), and 4 (100%), The 23-serotype pneumococcal vaccine was
used In centers 3 and 4, The 13-serotype conjugated pneumococ-
cal vaccine was used In center 1. No post-transplant pneumococ-
cal vaccination was administered during the first 6 months after
transplantation,

Maintenance immunosuppressive therapy was as follows: ste-
roids in = 171, 68.4%), cyclosporine {n = 5, 2%), tacrolimus (n = 248,
99.2%), azathloprine (n = 0}, mycophenolate (n = 248, 99.2%), siro-
limus {n = 1), and everolimus (n = 1), Other clinical characteristics
are disclosed In Table 1. During follow-up, none of the patients
used intravenous immunoglobulin before CMV disease or recurrent

bacterial infection. Patlents recelving rituximab or plasmapheresis
for desensitization (n = 2) or therapy of acute antibody-mediated
rejection (n = 1) were not included In the analysis.

3.2 | Kinetics of immunological parameters
Immunaoglobulin G values decreased compared with baseline (pre-
transplant values) at day 7 and day 30. The decrease was observed

in the same way in all participating centers; this was maintaned up
to 30 days after transplantation compared with baseline (Figure 1).
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Decreased titers of specific antibodies [anti-CMV IgG, anti-PPS IgG,
and anti-PPS 1gG2) were also observed in the post-transplant follow-
up up to 1 month (Figure 2}, as was a decrease in IgA and C4 levels.
IgM levels remained stable. There were differences in the kinetics of
IgA, IgM, C3, and C4 between centers. IgA decreased significantly in
three of four centers (Figure $1). IgM decreased sgnificantly in three
centers at day 7, although at day 30 it was similar to baseline (Figure
$2). C3 values increased in the post-transplant period in one center,
tended to increase in two, and tended to decrease in one (Figure S3L
C4 values decreased significantly in two centers (Figure 54).

3.3 | Prevalence of immunological abnormalities

The prevalence of IgG hypogammaglobulinemia, decreased levels of
specific anti-CMV antibodies, and anti-PPS antibodies, as well as of
C3 and C4 hypocomplementemia, is shown in Table 1. IgG hypogam-
maglobulinemia was present in 32.4%; this percentage Includes
findings from day 7 and/or day 30 after transplantation, Severe
hypogammaglobulinemia was present in only three patients (1.8%)
during the first month. The median and interquartile range (IQR) of
126 levels at day 30 were 83%.5 and 331.75 mg/dL, respectively, The
median and QR 1gG concentration among patients with 1gG levels
between 400 and 700 mg/dL were 614 and 156 mg/dL, respectively.
Low 1gG antl-CMV titers (defined as < 10000 units) were observed

in 36.4% of patients at day 7 after transplantation. Low IgG anti-
PPS antibody titers at day 30 (defined as levels <10 mg/dL) were re-
corded in 60.4% of patients. IgG hypogammaglobulinemia combined
with low IgG anti-CMV titers was observed in 12% of the patients.
The combination of IgG hypogammaglobulnemia with low IgG anti-
PPS titers was observed in 163% of the kidney recipients.

3.4 | Potential risk factors for CMV disease
requiring antiviral therapy

During follow-up, 23 kidney redpients (9.2%) developed CMV dis-
ease that required antiviral therapy. Of these patients, seven (30.4%)
were high-risk patients (donor CMV-positive and receptor CMV-
negative} and none were low-risk patients (donor CMV-negative and
receptor CMV-negative). Median time from transplantation to devel-
opment of CMV disease was 60 days (interval 3-156 days). The types
of CMV disease recorded were viral syndrome (n = 20) and CMV
organ disease (n = 3). Cinical and iImmunological factors assoclated
with CMV disease are shown in Table 1. 1gG hypogammaglobuline-
mia at 30 days was significantly assoclated with development of
CMV disease, Severe 186G hypogammaglobulinemia affected only a
small number of patients and was not analyzed. IgA hypogamma-
globulinemia at day 7 after transplantation was also significantly as-
soclated with development of CMV disease that required therapy.

IgG immune monitoring during 30 days after transplantation
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(a) p<0.05 as compared with pre-transplantvalues.

FIGURE 1 Kinetics of IgG In kidney transplant reciplents during the first month after transplantation
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Immune monitoring of specific antibodies
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The combination of IgG hypogammaglobulinemia and low 1gG titers
of antl-CMV antibodies at day 7 was more strongly assoclated with
development of CMV disease.

In the baseline study, the specific anti-CMV 1gG concentration
In CMV-seropositive reciplents was significantly lower in those who
developed CMV disease after transplantation (12 952 + 8261 vs
23475 £ 22 554 units, P =,026), However, ROC analysis did not iden-
tify a high-quality cut-off for this parameter, C3 and C4 hypocom-
plementemia were not associated with development of CMV disease,

Among the clinical variables evaluated as risk factors for de-
veloping CMV disease, significant differences were recorded for
pre-transplant diabetes mellitus, Recdiplent CMV serological status
{negative vs positive), donor-reciplent mismatch in CMV 186G serol-
ogy (donor positive/recipient negative), and acute cellular rejection
tended to be significant risk factors for CMV disease (Table 1), Time
using valganciclovir prophylaxis (0 months vs 3 months vs & months)
was not significantly assoclated with development of CMV disease
(OR 0.696, 95% confidence interval [CI] 0.40-1,21, P = .20).

*p<0.001

FIGURE 2 Kinetics of specific
anti-cytomegalovirus (CMV) and anti-
pneumococcal antibodies in kidney
transplant recipients during the first
month after transplantation

*As compared
with pre- KT

After adjustment for clinical risk factors, 1gG hypogamma-
globulinemia at day 30 and 1gG hypogammaglobulinemia com-
bined with low 1gG anti-CMV titers at day 7 were independently
assoclated with development of CMV disease after kidney trans-
plantation (Table 2). Cumulative survival without CMV disease
requiring antiviral therapy in patients with and without hypogam-
maglobulinemia at 1 month after transplantation is presented In
Flgure 3. In this analysis, we included as outcomes only CMV dis-
ease episodes that developed after 1IgG testing at this study point
(22 of 23 patients). The rate of CMV disease was significantly
higher in patients who had 1gG levels < 700 mg/dL at 1 month
after transplantation,

3.5 | Recurrent bacterial infection

During follow-up, 76 patients (30.4%) had recurrent bacterial in-
fections. The distribution of microorganisms recovered in the first
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episode of infection in patients with recurrent bacterial infections
is shown in Table 3. The types of infections in the first episode in-
cluded lower urinary tract infections (n « 3B), pneumonia (n « 6),
acute pyelonephritis (n « 4), intra-abdominal infections (n « 4), gas-
trointestinal tract infections [n « 4], surgical site infections (n « 4),
catheter-related bloodstream infections [n « 4), skin and soft tissue
infections (n « 3), bloodstream infections (n « 3), pyocyst (n « 1), and
meningitis (n « 1). Median time to the first infection was 33 days
[interval, 1-150 days). The most severe infections (B9%) occurred
within the first 3 months after transplantation.

The clinical and immunological factors for development of recur-
rent bacterial infection are presented in Table 4. Patients who de-
veloped recurrent bacterial infections disclosed significantly lower
lewvels of IgG anti-PPS at all the study points (Figure 4). IgG2 anti-PPS
levels were significantly lower at day 7 in those patients who had
recurrent bacterial infections.

The univariate regression analysis revealed the immunclogical
parameters that were significantly assoclated with development of
recurrent bacterial infections to be IgG hypogammaglobulinemia at
day 30, IgA hypogammaglobulinemia at day 7, and anti-PPS 1gG an-
tibodies at day 7 and day 30, Spedific antl-PPS 1gG2 antibodies were

TABLE 2 Clinical and immunological risk factors for
development of CMV disease: multivariate regression analysis

P
Parameter OR 5% CI value
1gG hypogammaglobulinemia as a risk factor
Center 0.326 0.079-1.354 123
Pre-transplant dabetes 2.638 0.605-11.496 196
mellitus
Mismatch CMV 1gG 1.64 0.330-8.141 545
serclogy (R negative/D
positive)
Acute rejection 08138 0.083-8.031 Bé4
IgA < 80 mg/L day 7 4952 0.733-33.467 A

1gG <700 mg/dL day 30 6,646 1.624-27.205 008

12G hypogammaglobulinemia combined with low 12G anti-CMV titer
as a risk factor

Center 0,310 0.093-1.032 056
Pre-transplant Gabetes 4883 0999-23.875 A96
mellitus
Mismatch CMV IgG 149 0.037-6.528 589
serclogy (R negative/D
positive)
Acute cellular rejection 0.212 0.015-3.021 259
IgA < 80 mg/dL day 7 1906 0.232-15.65 549
IgG < 700 mg/dLday 30 4824 0928-25.088 0461
IgG < 700 mg/dL 46945 117-41.31 033
and 1gG anti-CMV
titer < 10 000 units
day 7

Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; D, donor; IgA, immuncglobulin
A 126, immunoglobulin G; R, recipient.

significantly lower at day 7 in patients who had recurrent bacterial
infections, although ROC analysis was unable to identify a cut-off.
C3 levels were lower at day 7 (99 + 27 vs 118 + 89, P « .040) and
day 30 (98 = 26 vs 120 + B6, P « .015) in patients with recurrent
bacterial infection. The ROC analysis falled to identify a high-qual-
ity cut-off for assodation with development of recurrent bacterial
infections. The other parameters analyzed were not associated with
the prevalence of recurrent bacterial infections (Table 4).

The clinical risk factors for development of recurrent bacterial
infection are presented in Table 4. Stay at a specific hospital was not
significantly associated with an increased risk of recurrent bacterial
infection. Patients who required pre-transplant immunosuppressive
therapy were at a higher risk of recurrent bacterial infection. There
was a trend toward increased risk of recurrent bacterial infection
among patients who had CMV disease and required antiviral ther-
apy. Anti-bacterial prophylaxis with trimethoprim-sulfamethoxazole
tended to be associated with a lower risk of recurrent bacterial infec-
tion, Pre-transplant pneumacoccal vaccination was not significantly
assoclated with development of recurrent bacterial infections (OR
0,807, 95% C10.455-1.432, P = 464)

In the multivariate analysis, the independent factors for devel-
opment of recurrent bacterlal infection after adjustment for clin-
ical risk factors ware 1gG hypogammaglobulinemia at day 30, 1gG
antl-PPS < 10 mg/dL at days 7 and 30 and the combined use of IgG
hypogammaglobulinemia with 126G anti-PPS < 10 mg/dL at day 30
(Table 5). In the multivariate analysis including all cinical and Imenu-
nological variables, only the combined blomarker remained in the
final model, as this was significantly assoclated with developing re-
current bacterlal infection,

There was no significant assoclation between IgG hypogamma-
globulinemia or low levels of 1gG antl-PPS at day 30 and develop-
ment of specific infections {Table $1). Secondary antibody defickency
at day 30 defined as the combination of 1gG hypogammaglobulin-
emia and low 1gG antl-PPS titers was significantly assoclated with
development of acute pyelonephritis (Table 51).

4 | DISCUSSION

Varlous studies™ %7 raported significant associations between
definitions of serum hypogammaglobulineméa and spedfic infec-
tious outcomes (infections in general, bacterial infections in par-
ticular, Clastridium difficife-associated diarrhea, bronchlectasis, and
CMV infection), while no association between low 126 levels and
Infections was observed elsewhere,>® These studies covered an ex-
tended period, during which several immunosuppressive protocols
were used and covered various geographic areas, mainty Europe, the
United States, and Australia

This is the first multicenter study to demonstrate that 1gG hy-
pogammaglobulinemia and secondary antibody deficlency defined
as 126G hypogammaglobulineméia combined with low 126G antl-CMVY
titers were associated with development of CMV disease requiring
antiviral therapy in kidney reciplents.
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TABLE 3 Microorganisms during the first episode of infection in
patients with recurrent bacterial infections

Microorganism Number Percentage
Escherichla col 14 184
Enterococcus spp 9 118
Klebsiela spp a 10.5
Acinetobacter baumannii 5 65
Pseudomona spp 5 6.5
Proteus miratlis 3 a9
Enterobacterioceae (other) 2 26
Stophylococous aureus 2 24
Stoprrfocaccus coagulose 2 26
negative

Streptococcus viridans 2 26
Serratic marcescens 2 246
Burkholdenia cepacea 1 13
Stenotrophomaonas maktophilia 1 13
Meningococcus 1 13
Other or negative 19 25

No new immunclogical risk factors for CMV disease in kidney
reciplents have been extensively incorporated into clinical practice
In the last few years. Measurement of the specific CDB response to
CMV antigens has been proposed as a risk factor for CMV disease
and Is being Incorporated into updated guldelines,”** International
guldelines recently included 1gG hypogammaglobulinemia as a risk
factor for testing in solid organ reciplents with recalcitrant CMV dis-
ease.” In our study, secondary antibody deficiency added informa-
tion to 1IgG hypogammaglobulinemia as a single blomarker, Since it s
unlikety that any single blomarker will ever be sufficient to explain
the risk of infection, we propose the use of combined parameters
In future studies with larger samples. A potentlal limétation of the
ELISA test we used to test IgG response to CMV antigens is that it is

based on fibroblasts, and It has been suggested that the functional
activity of anti-CMV antibodies Is better evaluated using epithekal
cell-based ELISA tests.”*

Bacterlal infections are the most common Infectious clinical
outcomes after kidney transplantation,” and reliable blomarkers
of the risk of recurrent bacterlal infection in kidney transplanta-
tion are lacking. In this study, we focused on recurrent bacterial
Infection as a definition that could better reflect the net state of
secondary immunodeficiency than single bacterial infectious ep-
Isodes, Recurrent bacterlal Infections are considered an indica-
tion for replacement of IgG therapy by the European Medicines
Agency. Previous studies analyzed the relationship between
186G hypogammaglobulinemia and single bacterial infections.
Bacterlal infections that were treated under an outpatient regi-
men and those treated with oral antiblotics were not included in
this study. We found that early after transplantation (le, 1 month),
182G hypogammaglobulinemia was an Independent risk factor for
recurrent bacterial infections, The next step after evaluation of
128G hypogammaglobulinemia as a single blomarker of humoral
immunocompetence against bacterial infection Is to combine 1gG
testing with specific antibody titers. Decreased anti-pneumococ-
cal antibody titers have been reported during the first year after
kidney transplantation,®® We aobserved a significant decrease In
antl-PPS titers during the first month after transplantation, Of
note, low anti-PPS 1gG levels at post-transplant day 30 were asso-
clated with the development of recurrent bacterial infections. This
test Is commonly used as a surrogate for the antl-polysaccharide
T-cell independent immune response In patients with recurrent
bacterial infections as an alarm signal for primary antibody defi-
clency.? Pneumococcal vaccination was not routinely indicated
in the pre-transplant protocol of all the participants in this study.
Future studies should confirm the role of this biomarker in cohorts
of patients who systematically receive conjugated or polysaccha-
ride pneumococcal vaccinations. Post-vaccination antl-PPS levels
can also be used to evaluate the functional status of antibacterial
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TABLE 4 Chnical and immunological factors assoclated with development of recurrent bacterial infection

Parameter

Center

Age (per each year increase}

Sex (male vs female}

Pre-transplant diabetes melitus
Pre-transplant immunosuppressive therapy
Pre-transplant necplasia

Pre-transplant nephrotic range proteinurias (3 £/24 h)
End stage renal disease glomerulonephritis
Previous solid organ transplantation
Pre-transplant infection

Time in waiting §st (per each day increase)
Recipient CMV seralogy [positive vs negative)
Prophrylaxis with cephalasparine
Trimethoprim sulfamethoxazole prophylads
Induction with basilbdmab

Induction with anti-thymocyte globulin

Cold ischemia time {per each increase minute)
Tacrolimus levels day 7 (per each increase in ng/mL)
Acute rejection

Humaral rejection

Paost-trarsplant plasmapheresis

CMV disease

1gG < 400 mg/dL day 7 and day 30

12G < 700 mg/dL day 7

182G < 700 mg/dL day 30

IgA < B0 mg/dL day 7

IgA < B0 mg/dl day 30

C3 <80 mg/dl day 7

C4 < 20 mg/dL day 7

C3 < 80 mg/dL day 30

182G spedific anti-PPS < 10 mg/dL day 7

12G specific anti-PPS < 10 mg/dL day 30

OR 95% Cl P value
1.223 0.695-2.152 4485
1.015 0.994-1.037 A61
1184 0.622-2262 05
0974 0.511-1.855 936
2498 1.221-5110 012
1.292 0.491-3.399 603
0.333 0.040-2.761 308
08463 0.402-1.853 J05
1713 0.857-3425 A28
0956 0443-2061 508
0999 0998-1.000 050
1.215 0.566-2.605 617
140 0.86-228 168
0.529 0.23-1.22 135
0.76% 0.423-1.40 Aa91
1.649 0.845-3.22 27
0994 0.949-1.040 J91
1.053 0.944-1.176 355
1.145 0.603-2171 £79
1.285 0.552-3.476 488
1.097 0.426-2826 Bag
2292 0.957-5.484 043
5.514 0.486-62.612 1648
1.219 0.568-2.4620 61
3.703 1.861-7.367 <.00M
2701 0.648-3.605 093
5450 0.834-15.766 002
1.348 0.532-3415 529
1051 0476-2.320 903
1410 0.598-3.323 432
5075 1.905-13.521 001
3143 1.306-7.563 011

Abbreviations: anti-PPS, IgG anti-pneumococcal polysaccharide antibodies; CMV, cytomegalovirus; IgA, immunoglobulin A; IgG, immunoglobulin G.

humoral immunity, However, in general, it s suggested to wait
until the first 3-6 months after kidney transplantation—the period
of most intense immunosuppression—-before attempting vaccina-
tion. ***? However, this is precisely the time when most bacterial
Infections are concentrated, Therefore, the evaluation of antibody
response to vaccination is limited during the first 3-6 months after
kidney transplantation, Taking this into account, we propose that
low levels of 1gG anti-pneumococcal antibodies early after trans-
plantation might be an acceptable surrogate blomarker for identi-
fying the risk of recurrent bacterial infection,

The combination of IgG hypogammaglobulinemia and low levels
of 1gG specific anti-pneumacoccal antibodies is the second humoral
Immunity profile of secondary antibody deficlency evaluated in this

study. We observed that patients with both abnormalities were at
risk of recurrent bacterial infections,

In our multicenter study, C3 levels were lower at day 7 and day
30 in patients with recurrent bacterial infection, although we falled
to Identify a valid cut-off in the ROC analysis for risk of infection,
Single-center studies report an assoclation between hypocomple-
mentemia and various definitions of infection In kidney recipients,™
We observed specific kinetics of C3 in the participating centers, and
this may have affected the relationship between hypocomplemente-
mia and infection analyzed in our study. C3 levels tended to increase
in the post-transplant period in some centers; this Increase has been
attributed to the prevalence of infections and rejection in previous
sm;:l-)‘
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Development of recurrent bacterial infection and specific antibody titers
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FIGURE 4 Anti-pneumacoccal immunoglobulin G (IgG) and IgG2 antibody levels in patients without and with recurrent bacterial

infection after kidney transplantation

Our multicenter study |s limited by the small number of pa-
tients in some centers, Enrollment started earlier in some centers
than In others; consequently, the number of recruited patients
differs between the centers; In addition, most patients were from
a single center, Low numbers of some clinical outcomes such as
CMV disease is another limitation. The limited data for these
outcomes prevented us from performing a separate analysis of
patients with high, intermediate, or low risk for development of
CMV diseases according to donor and reciplent CMV 1gG serol-
ogy. Given that the study perlod limited the accumulation of a
higher number of events, we aimed to assess early blomarkers
for potential intervention and decided to concentrate the study
In the first & months after transplantation. A more prolonged
follow-up might be necessary for a better analysis of the risk of
developing late onset or recurrent CMV disease, The finding that
post-transplant 1IgG level and 1gG hypogammaglobulinemia com-
bined with low IgG anti-CMV titers rather than CMV D+/R- pre-
dicts post-transplant CMV disease might be due to the presence
of potentially uncontrolled variables and/or the short follow-up,
Further validation of these hazards in large-scale International
multicenter studies Is necessary before they can be accepted

as predictors of the risk of infection in chnical practice. Despite
these limitations, by virtue of its prospective and multicenter de-
sign, this study takes prior single center studies of the role of 1IgG
hypogammaglobulinemia as a single blomarker, one step further,
Qur study assessed the secondary antibody deficlency status de-
fined as the combination of low IgG values with low titers of 1gG
relevant specific antibodies,

The potential role of monitoring secondary antibody defi-
clency in kidney recipients could be further evaluated to find new
evidence that leads to modifications of current clinical protocols.,
Such an approach should include immunoguided long-term anti-
microbial prophylaxis, individualized immunization protocols, or
the role of 1gG replacement therapy in patients with secondary
antibody deficiency. A recent systematic review Investigated the
impact of immunoglobulin prophylaxis on Infection after kidney
transplantation,™ None of the studies examined the effect of
this Intervention in transplant recipients with secondary anti-
body deficlency, Therefore, future immunoguided randomized
clinical trials are needed to determine whether immunoglobulin
replacement therapy is effective for reducing the risk of infec-
tion following kidney transplantation in patients with secondary
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TABLE 5 Immunological factors Bi . ft Jinical
assoclated with development of recurrent T — SR oR 95% C1 :*.
bacterial infection: multivariate regression
analysis 1gG < 700 me/dL day 30 3.429 1.709-6.877 ) |
18G ati-PPS < 10 me/dL day 7 5.075 190543.521 001
18G anti-PPS < 10 meg/dL day 30 3.143 1,.306-7.563 011
IgG < 700 mg/dL combined with anti- 10.526 4.209-26.326 <001
PPS < 10 mg/dL day 30
All parameters included in & multivariate regression model
126 < 700 mg/dL day 30 284 0.869-2.609 266
1£2G anti-PPS < 10 mg/dL day 7 1.09% 0.231-5.236 506
12G anti-PPS < 10 mg/dL day 30 2375 0832-6.784 A06
1£G < 700 mg/dl combined with anti- 5942 194318172 002
£PS < 10 mg/dL day 30
Center 1.201 0.280-5.152 805
Pre-trarsplant immuncsuppressive therapy 1.115 0.318-3910 865
Trimethopeim sulfamethcxazole 0.548 0.173-1.734 304
prophylaxis
MV disease 1.148 0.201-6.80 863

Abbrevistions: anti-PPS, 1gG anti-preumococcal polysaccharide antibodies; CMV, cytomegalovirus:
IgA, immunoglobulin A; IgG, immunoglobulin G.

“Clinical variables for adjustment in all regression models: center, pre-transplant
immunosuppressive therapy, CMV infection,

antibody deficlency. In January 2019, the European Medicines
Agency updated the Indications for Intravenous immunoglobulin
to include patients with secondary antibody deficiency (defined
as 1gG hypogammaglobulinemia and low levels of specific anti-
bodies) and severe or recurrent infections that are not controlled
with antimicroblal therapy. We provide relevant information in
this regard. In this updated Indication for intravenous Immuno-
globulin therapy, 186G hypogammaglobulinemia is defined as 1gG
levels < 400 mg/dL. In our multicenter study the prevalence of
severe hypogammaglobulinemia (128G < 400 mg/dL) we recorded
was excessively low (<2%). Higher 12G hypogammaglobulinemia
cut-offs were found to be significantly assoclated with viral and
bacterial complications. This should be taken into account in the
design of future clinical trials evaluating the role of I3G replace-
ment therapy. Interestingly enough, we have previously reported
In a proof-of-concept study, that 1gG replacement therapy in
patients with 1gG hypogammaglobulinemia was assoclated with
reconstitution of distinct specific antimicroblal antibodies along
with lower rates of CMV disease and severe bacterlal infections
in heart recipients,
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Anexo 2. Relacion de centros trasplantadores contactados para participar

en el estudio prospectivo multicéntrico.

Pais Centro Contactos
Alemania | Institut fir Transplantations immunologie, IFB-Tx, | Christine S. Falk
Medizinische Hochschule Hannover
Austria Medical University of Vienna. Dept for Cardiac Andreas Zuckermann
Surgery
Bélgica University Hospitals Leuven Jan Van Keer,
Jo Van Cleemput
Brasil Hospital Pro-Cardiaco. Rio de Janeiro. Anna Karinina Sa
Chile Universidad Austral de Chile. Valdivia. Maria Jaramilo,
Sergio Mezzano
Chile Hospital Dr. Hernan Henriquez Aravena Jaime Inostroza S,
Ricardo U Sorensen
Espafia Hospital Universitario Vall d"Hebron. Barcelona Manuel Hernandez,
Manel Perello,
Daniel Serdn
Espafia Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Marcos Lépez-Hoyos,
Santander David Sansegundo,
Emilio Rodrigo,
Manuel Arias
Francia La Pitie-Salpétriere Hospital. Paris Shaida Varnous
Italia Universidad de Bologna Luciano Potena
Italia Azienda Ospedaliera Universitaria Citta della Paolo Solidoro
Salute e della Scienza di Torino
México Hospital de Especialidades del Centro Médico Eduardo Ferat
Nacional Siglo XXI del IMSS. Ramoén Espinoza
México Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias | Ricardo Sandoval
"Ismael Cosio Villegas"
México Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion | Mario Vilatoba
Salvador Zubiran
México Hospital General Regional No. 1 “Julian Marco SanMartin
MacGregor”
Peru Hospital Guillermo Almenara Irigoyen José Carlos Chaman,
Pedro Martin Padilla,
Carmen Ana Cerron.
Suecia Sahlgrenska University Hospital Goteborg. Vanda Friman
UK University of Birmingham Alec Richter
USA Johns Hopkins Hospital, Baltimore Robin Avery
USA University of Nebraska Medical Center Natasha Wilson,
Diana Florescu
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