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receptores de trasplante renal

Resumen

Introduccion: La infeccidn constituye una de la principales causas de morbilidad y mortalidad entre receptores de
trasplante renal (TR). Sin embargo, nuestra capacidad en el momento actual para identificar a los pacientes en
riesgo de esta complicacién es limitada. El desarrollo de un modelo ponderado de prediccién basado en pardmetros
inmunolégicos no patégeno-especificos y en variables clinicas permitiria individualizar el seguimiento y abordaje de

estos pacientes en funcion de su riesgo especifico de infeccidn.

Meétodos: Analisis retrospectivo de una cohorte observacional prospectiva integrada por 447 pacientes sometidos a
TR en nuestro centro entre Noviembre de 2008 y Marzo de 2013. Esta muestra global fue segmentada de forma
aleatoria en una cohorte de derivacion (292 pacientes) y una cohorte de validacion (155 pacientes). Monitorizamos
el recuento de subpoblaciones linfocitarias (linfocitos T cD3, cp4* % cD8", linfocitos B y linfocitos natural killer [NK])
y los niveles séricos de inmunoglobulinas y factores de complemento (C3 y C4) seglin un esquema preestablecido:
momento basal (pre-trasplante), mes 1 y mes 6. El objetivo del estudio fue el desarrollo de infeccion global y
bacteriana a lo largo de diversos periodos post-trasplante (precoz [primer mes], intermedio [meses 1 a 6] y tardio [a
partir del mes 6]). Para la construccién de los modelos se realizaron varios analisis de regresion logistica (segun el
periodo y tipo de infeccion), asignando un valor numérico a los coeficientes R asi obtenidos. La capacidad de
discriminacion fue analizada mediante el adrea bajo la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC); la
exactitud diagnostica mediante la estimacion de sensibilidad, especificidad, y valores predictivos positivo (VPP) y

negativo (VPN); y la reproducibilidad y calibracion mediante la cohorte independiente de validacién.

Resultados: No hubo diferencias en los pardmetros inmunoldgicos basales en funcién del desarrollo de infeccién
durante el primer mes post-trasplante, por lo que no se pudo construir ningiin modelo para este periodo. El modelo
de prediccidn de infeccion global durante el periodo intermedio se basé en los siguientes parametros (evaluados al
mes 1): edad del receptor 263 afios (4 puntos), reintervencion en el primer mes (3 puntos), funcidn del injerto renal
(-0,3 puntos por cada intervalo de 10 mL/min), linfocitos T CD4"* <30 céls/mcL (3 puntos), linfocitos B <110 céls/mcL
(2 puntos), IgA <115 mg/dL (3 puntos) y C3 <76 mg/dL (2 puntos). El area bajo la curva ROC fue 0,771. Empleando
como punto de corte >4 puntos observamos los siguientes valores: sensibilidad 54,8%, especificidad 83,2%, VPP
60,7% y VPN 79,5%. El modelo para infeccion bacteriana consistio, por su parte, en los siguientes pardmetros: edad
del receptor 265 afios (3 puntos), retraso en la funcidn del injerto (2 puntos), infeccidn bacteriana previa (4 puntos),
linfocitos NK <68 céls/mcL (2 puntos) e 1gG <500 mg/dL (3 puntos). El drea bajo la curva ROC fue 0,765. Con un
punto de corte >6,5 puntos obtuvimos: sensibilidad 54,4%, especificidad 85,4%, VPP 47,7% y VPN 88,4%.

El modelo de prediccion de infeccidon global durante el periodo tardio incluyé los siguientes parametros (evaluados
al mes 6): enfermedad aterotrombdtica (3 puntos), rechazo agudo previo (2 puntos), linfocitos NK <232 céls/mcL (6
puntos) y C3 <103 mg/dL (2 puntos). El area bajo la curva ROC de 0,736. Empleando un punto de corte >7 puntos
observamos los siguientes valores: sensibilidad 69,2%, especificidad 64,3%, VPP 41,4% y VPN 85,2%. Por ultimo, el
modelo para infeccién bacteriana tardia consistié en: infeccién por VHC (3 puntos), rechazo agudo previo (3 puntos)
y C3 <103 mg/dL (3 puntos). El drea bajo la curva ROC fue de 0,687. En este caso, el umbral éptimo (>4,5 puntos)
arrojo los siguientes valores: sensibilidad 37,8%, especificidad 90,3%, VPP 45,2% y VPN 87,3%.

La reproducibilidad y calibracién de los modelos en la cohorte de validacién fue buena. No hubo diferencias
significativas en las areas bajo la curva ROC ni en las incidencias de infeccidn tras estratificar ambas cohortes por

cuartiles o terciles del correspondiente modelo de prediccidn.

Conclusiones: La combinacién de pardmetros inmunolégicos no patdégeno-especificos y ampliamente disponibles
junto con una serie de variables clinicas seleccionadas permite predecir, en los meses 1y 6 post-trasplante, el riesgo

posterior de infeccidn global o bacteriana en receptores de TR de forma individualizada.
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Abstract

Introduction: Infection still constitutes one leading cause of morbidity and mortality among kidney transplant (KT)
recipients. However, our current capacity to identify those patients at high risk for such event is limited. The
development of a weighted prediction score based on a number of non-pathogen-specific immune parameters and

clinical variables may be useful to individualize post-transplant management according to the predicted risk.

Methods: We performed a retrospective analysis of a prospective observational cohort including 447 patients that
underwent KT at our center from November 2008 to March 2013. This overall sample was randomly split into a
derivation cohort (292 patients) and a second validation cohort (155 patients). We assessed peripheral blood
lymphocyte subpopulations (CD3*, CD4" and CD8" T-cells, B-cells and natural killer [NK] cells) counts and serum
immunoglobulin and complement (C3 and C4) levels according to a pre-established schedule: baseline (pre-
transplant) and post-transplant months 1 and 6. The study outcome was the occurrence of overall and bacterial
infection throughout different post-transplant periods (early [first month], intermediate [months 1-6] and late [>6
months]). We constructed a set of logistic regression models (according to each post-transplant period and the type
of infection predicted) and assigned a numeric value to the resulting B coefficients in order to developed the
prediction scores. The discriminative power was assessed by means of the area under receiver operating
characteristic (auROC); diagnostic accuracy was analyzed by sensitivity, specificity, positive (PPV) and negative

predictive (NPV) values; and reproducibility and calibration by means of the independent validation cohort.

Results: We found no differences in baseline immune parameters according to the occurrence of infection during
the first post-transplant month, and therefore no score for the early period could be developed. The model for
predicting overall infection during the intermediate period was based on the following variables (assessed at month
1): recipient age 263 years (4 points), reintervention within the first month (3 points), kidney graft function (-0.3
points per 10 mL/min-interval), CD4" T-cell count <30 cells/mcL (3 points), B-cell count <110 cells/mcL (2 points), IgA
levels <115 mg/dL (3 points) and C3 levels <76 mg/dL (2 points). The auROC was 0.771. By applying the optimal cut-
off value (>4 points) we obtained the following diagnostic accuracy: sensitivity 54.8%, specificity 83.2%, PPV 60.7%
and NPV 79.5%. The model for predicting bacterial infection during this period included the following parameters:
recipient age 265 years (3 points), delayed graft function (2 points), previous bacterial infection (4 points), NK cell
count <68 cells/mcL (2 points) and IgG level <500 mg/dL (3 points). The corresponding auROC was 0.765. The
optimal cut-off value (>6.5) yielded: sensitivity 54.4%, specificity 85.4%, PPV 47.7% and NPV 88.4%.

The model for the prediction of overall infection during the late post-transplant period was constructed on the basis
of the following parameters (assessed at month 6): pre-transplant atherothrombotic disease (3 points), previous
graft rejection (2 points), NK cell count <232 cells/mcL (6 points) and C3 level <103 mg/dL (2 points). The auROC was
0.736. With the optimal cut-off value (>7 points) we observed: sensitivity 69.2%, specificity 64.3%, PPV 41.4% and
NPV 85.2%. Finally, the model for late bacterial infection included chronic HCV infection (3 points), previous graft
rejection (3 points) and C3 level <103 mg/dL (3 points). The auROC was 0.687. The diagnostic accuracy by applying
the optimal cut-off value (>4,5) was: sensitivity 37.8%, specificity 90.3%, PPV 45.2% and NPV 87.3%.

Model reproducibility and calibration within the validation cohort were good. The were no significant differences in
the auROCs between the derivation and validation cohort, or in the incidence of infection after stratifying both

cohorts by increasing quartiles or tertiles of each prediction model.

Conclusions: The combination into a single prediction model of easily available non-pathogen-specific immune
parameters and a series of selected clinical variables is useful to predict, at post-transplant months 1 and 6, the

individual risk of subsequent infection in KT recipient.
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2. ABREVIATURAS

23



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

ATG:
CMV:
DE:
ELISA:
EPOC:
FGe:
HCC:
HGG:
HLA:

PCR:

RIQ:
ROC:
SNP:

TOH:
TOS:
TR:
ucCl:
UFC:
VEB:
VHB:
VHC:
VPN:
VPP:
WVZ:

antithymocyte globulin (globulina antitimocitica policlonal)
citomegalovirus

desviacion estandar

enzyme-linked immunosorbent assay (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)
enfermedad pulmonar obstructiva crénica

filtrado glomerular estimado

hipocomplementemia

hipogammaglobulinemia

human leukocyte antigen (antigeno leucocitario humano)

hazard ratio (cociente de riesgos instantaneos)

Hospital Universitario “12 de Octubre”

intervalo de confianza

inmunoglobulina

inmunoglobulina humana inespecifica por via intravenosa intravenosa
inmunidad mediada por células

mannose binding lectin (lectina fijadora de manosa)

mammalian target of rapamycin (diana de rapamicina en células de mamifero)
natural killer (linfocito asesino natural)

odds ratio (razén de ventajas)

percentil

polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
cuartil

rango intercuartilico

receiver operating characteristic (caracteristica operativa del receptor)
single nucleotide polymorphism (polimorfismo de nucléotido Unico)
tercil

trasplante ortotépico hepatico

trasplante de 6rgano sélido

trasplante renal

unidad de cuidados intensivos

unidades formadoras de colonias

virus de Epstein-Barr

virus de la hepatitis B

virus de la hepatitis C

valor predictivo negativo

valor predictivo positivo

virus varicela-zoster
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3. INTRODUCCION
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3.1. Monitorizacién inmunoldégica en el trasplante de 6rgano sélido

Tras haber demostrado su impacto favorable en términos de supervivencia y calidad de vida, el
trasplante renal (TR) constituye una alternativa terapéutica ampliamente establecida en pacientes con
enfermedad renal crénica, tanto si ya se encuentran sometidos a técnicas de remplazo renal como si
aun permanecen en situacién de predialisis [1,2]. La supervivencia del injerto censurada por muerte ha
experimentado un avance notable en las ultimas décadas, como consecuencia de la introduccién de
regimenes de inmunosupresién mas potentes que han permitido reducir la incidencia de rechazo agudo
a cifras inferiores al 12% [3-5]. No obstante, los pacientes sometidos a TR siguen sufriendo un exceso de
morbi-mortalidad respecto a la poblacidon general derivado de los efectos deletéreos a medio y largo
plazo del tratamiento inmunosupresor, que conducen a un mayor riesgo de infecciones, eventos
cardiovasculares y neoplasia de novo [5,6]. En concreto, las complicaciones infecciosas suponen una de
las principales causas de muerte con injerto funcionante, y se sitian en orden de frecuencia solo por
detras de la mortalidad de origen cardiovascular [6].

La implementacién en la practica clinica de estrategias de monitorizacidon inmunolégica durante el
seguimiento post-trasplante podria conducir a la minimizaciéon de estos eventos adversos a través del
ajuste individualizado del tratamiento con arreglo al estado global de inmunosupresion en un paciente
dado, como ha demostrado un reciente ensayo clinico basado en la determinacion mediante un test
comercial de los niveles intracelulares de adenosin trifosfato en linfocitos T CD4" estimulados con un
mitégeno inespecifico [7]. Idealmente, la estrategia de monitorizacion deberia estar fundamentada en
biomarcadores sensibles y especificos, capaces de compendiar la naturaleza multidimensional de la
respuesta inmune (tanto innata como adaptativa) del huésped, cuya determinacion fuera sencilla y
reproducible desde un punto de vista técnico, y que pudieran ser puestos en conocimiento del clinico en
un corto periodo de tiempo a fin de permitir la toma de decisiones terapéuticas [8].

Hasta la fecha la Unica estrategia con un grado significativo de implantacién en la practica asistencial se
limita a la monitorizacion de los niveles plasmaticos de farmacos inmunosupresores, principalmente
anti-calcineurinicos e inhibidores de la diana de rapamicina en células de mamifero (mammalian target
of rapamycin [mTOR]). Se trata de un abordaje unidimensional de caracter farmacocinético [9,10]. La
correlacion entre la monitorizacién terapéutica de un determinado farmaco y el desarrollo de eventos

clinicos es relativamente pobre, en particular en lo que respecta a la infecciéon post-trasplante y otras
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complicaciones asociadas al exceso de inmunosupresion [11]. Por otra parte las técnicas actuales de
monitorizacién terapéutica no permiten capturar el impacto sinérgico que los distintos tipos de agentes
(anti-calcineurinicos, anti-metabolitos, corticoesteroides e inhibidores de la mTOR) ejercen sobre la
respuesta inmune. Tampoco reflejan el efecto de los anticuerpos monoclonales (e.g., alemtuzumab o
rituximab) o policlonales dirigidos frente a antigenos de la superficie de los linfocitos T o B, que son
frecuentemente empleados como induccidn [12], en regimenes de desensibilizaciéon en receptores de
alto riesgo inmunolégico [13], o en el tratamiento del rechazo agudo mediado por células [14].

Las distintas estrategias de monitorizacién inmunoldgica aplicables al receptor de trasplante de érgano
solido (TOS) pueden ser clasificadas desde un punto de vista pragmatico y eminentemente funcional en
dos grandes categorias. En primer lugar citaremos las estrategias de naturaleza no patégeno-especifica.
Estas se articulan en torno a la determinacién estructurada (con arreglo a un cronograma establecido) a
lo largo del periodo post-trasplante de uno o mas biomarcadores que proporcionen una evaluacion, ya
sea funcional o exclusivamente cuantitativa, de la respuesta inmune no circunscrita a un determinado
microorganismo, toda vez que no se emplea un estimulo antigénico concreto [8]. Deben ser
diferenciadas, por tanto, de aquellos abordajes que tienen por objeto explorar la magnitud vy
funcionalidad de la respuesta celular adaptativa frente a un microorganismo concreto, habitualmente
de naturaleza virica, y que englobaremos bajo el concepto de estrategias patégeno-especificas.

Estos ultimos abordajes estan fundamentados en la medicién de citoquinas implicadas en la respuesta
con orientaciéon Th; (habitualmente interferén-y) en linfocitos T o B previamente estimulados con
péptidos virales, lisados virales o células dendriticas infectadas con virus vivos, y emplean diversas
plataformas técnicas tales como la tincién intracelular de citoquinas mediante citometria de flujo o el
ensayo por inmunoabsorcidn ligado a enzimas (enzyme-linked immunosorbent assay [ELISA]) [15]. Las
estrategias de monitorizacidon patdgeno-especificas han experimentado un notable desarrollo en los
ultimos afios, circunscrito fundamentalmente a la inmunidad celular frente a citomegalovirus (CMV)
[16,17]. No obstante, disponemos de ciertas experiencias preliminares acerca de la monitorizacién post-
trasplante de la inmunidad celular especifica frente a otros virus como el de la varicela-zdster (VVZ)
[18,19] o el poliomavirus BK [20].

Revisaremos a continuacidn las principales estrategias de monitorizaciéon inmunolégica no patégeno-

especificas (Tabla 1), toda vez que conforman la justificacién tedrica de la presente investigacién.
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Tabla 1. Resumen de las estrategias actualmente disponibles para la monitorizacién inmunolégica de naturaleza

drgano solido (modificado de Fernandez-Ruiz et al).

no patégeno-especifica en el receptor de trasplante de

Componentes del sistema de

Subpoblaciones linfocitarias

Forma soluble de CD30

Caracteristicas Inmunoglobulinas séricas . Viremia por VEB o anellovirus
eristt unoglobull ! complemento en sangre periférica (sCD30) iremia po 0 anefloviru
Muestra requerida Suero Suero Sangre completa Suero Sangre completa, suero o
plasma
Técnica Nefelometria Nefelometria, ELISA o Citometria de flujo ELISA PCR cuantitativa
genotipado del gen MBL2
Andlisis funcional No No No Si Si

Ventajas

Limitaciones

Bajo coste. Técnica sencilla
y ampliamente disponible.
Posibilidad de intervencion
mediante reposicion con
IgIV

No informa acerca del
estado funcional de la
inmunidad humoral.
Evidencia aun limitada de la
utilidad de IglV

Bajo coste. Técnica sencilla
(cuantificacion de C3 y C4)

No informa acerca del estado
funcional del sistema del
complemento. Interpretacién

compleja (genotipos de MBL2).

Experiencia clinica limitada

Técnica sencilla (métodos
semi-automatizados).

Excelente VPN para descartar
infeccién. Amplia experiencia

analoga en la infeccidn por
VIH

No informa acerca del estado

funcional de la inmunidad
celular. Ausencia de puntos
de corte establecidos.
Modesto VPP

Técnica sencilla (kits
comerciales). Bajo
volumen de muestra
requerida (25 pL)

Ausencia de puntos de
corte establecidos.
Experiencia clinica limitada
con resultados
discordantes entre
estudios

Valoracién funcional global de
la inmunidad celular. Técnica
sencilla y ampliamente
disponible (PCR para VEB)

Ausencia de estandarizacion
técnica. Ausencia de puntos de
corte establecidos. Posible
interferencia del tratamiento
antiviral (VEB). Experiencia
clinica limitada

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; IglV: inmunoglobulinas intravenosas; MBL: lectina fijadora de manosa; PCR: reaccion en cadena de polimerasa; VEB: virus de Epstein-Barr; VIH: virus de la
inmunodeficiencia humana; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.
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3.2. Niveles séricos de inmunoglobulinas

La inmunidad humoral desempefia un papel crucial en la respuesta protectora tanto innata como
adaptativa frente a los microorganismos causantes de infeccion. Interviene, entre otras funciones, en la
opsonizacién de bacterias encapsuladas (e.g., Streptococcus pneumoniae o Neisseria meningitidis), en la

activacion del complemento o en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Tabla 2) [21].

Tabla 2. Funciones de la inmunidad humoral en la respuesta frente a patégenos bacterianos.

Neutralizacion de enzimas secretadas y de toxinas bacterianas

Opsonizacidn y fagocitosis de bacterias encapsuladas (mediadas por los receptores de la porcion
Fc de las inmunoglobulinas)

Activacion del sistema del complemento por la via cldsica (particularmente IgM)

Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (lisis celular directa por linfocitos natural killer y
macroéfagos)

Mantenimiento de la inmunidad de mucosas (fundamentalmente IgA)

En el receptor de TR concurren una serie de factores que actian de forma deletérea sobre este brazo
efector inmune, entre los que destacan el sindrome de malnutricién-inflamacién-ateroesclerosis en el
periodo de didlisis pre-trasplante y el propio tratamiento inmunosupresor [22]. En ese sentido algunos
autores han sugerido una asociacion entre el uso de mofetil micofenolato y la disminucién de los niveles
séricos de inmunoglobulina G (IgG), que podria estar mediada por el efecto directo de este farmaco
sobre la funcionalidad de los linfocitos B [23-25]. También se ha observado que la administracion de
anti-calcineurinicos o de bolos de corticoesteroides en la terapia del rechazo agudo contribuye
indirectamente a la alteracion de la inmunidad humoral a través de un mecanismo inhibitorio sobre los
linfocitos T CD4 Th, y sus citoquinas (necesarios para la activacién y expansién de los linfocitos B)
[22,26]. Por todo ello la hipogammaglobulinemia (HGG) es mds frecuente en receptores de TR que en
sujetos sanos o0 en pacientes con enfermedad renal crénica terminal no sometidos a trasplante. Esta
complicacidon aparece habitualmente de novo tras el trasplante. En un trabajo previo realizado por
nuestro grupo sobre 226 receptores de TR la prevalencia de HGG a expensas de I1gG (HGG IgG), definida
por niveles séricos <700 mg/dL, aumento desde el 6,6% en situacion basal hasta el 52% en el primer mes
post-trasplante, para estabilizarse a continuacién en el 31,4% al sexto mes (Anexo 1 [27]). En un
metaanalisis basado en 579 receptores de TR incluidos en 6 estudios la prevalencia de HGG IgG a lo

largo del primer afio post-trasplante fue del 40%. Es destacable que el descenso de la concentracidn de
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1gG fuera clasificada como grave (<400 mg/dL) hasta en el 8% de los casos [28].

Desde el ya clasico trabajo de Wieneke et al. publicado hace mas de 30 afios, son multiples los estudios
qgue han analizado el impacto del desarrollo de HGG de novo sobre la incidencia de complicaciones
infecciosas en distintos tipos de TOS [25,27,29-34]. En vista del papel de la inmunidad humoral en la
respuesta frente a bacterias encapsuladas, no es sorprendente que la asociaciéon patogénica mas
ampliamente documentada sea la que vincula HGG e infeccidon bacteriana [35]. Por ejemplo, nuestro
grupo demostré que los receptores de TR con HGG de cualquier clase (IgG, IgA o IgM) en el primer mes
post-trasplante presentan una mayor incidencia de infeccién de etiologia bacteriana a lo largo de los
meses siguientes tras ajustar en un modelo multivariante por potenciales confusores (edad del paciente
o desarrollo previo de rechazo, entre otros) [27]. De hecho, observamos una suerte de “gradiente de
riesgo” segun el cual la incidencia de infeccion bacteriana global, de bacteriemia y de pielonefritis aguda
se incrementaba de forma progresiva conforme disminuian los niveles de IgG (Figura 1). Hasta la mitad
de los receptores que presentaron niveles séricos de 1gG <500 mg/dL en el primer mes habian sufrido
algun tipo de infeccidén bacteriana al finalizar el sexto mes post-trasplante. También hemos demostrado
que la presencia de HGG IgG predice el desarrollo de diarrea por Clostridium difficile tras el TR (Anexo 2

[36]), en la linea de trabajos previos en receptores de trasplante cardiaco [37,38].

Figura 1. Incidencia acumulada de infeccién bacteriana global, bacteriemia y pielonefritis aguda en el
mes 6 post-trasplante en una cohorte de 304 receptores de TR en funcion de los niveles séricos de IgG
en el primer mes (modificado de Fernandez-Ruiz et al [27]).
50 q
B Niveles de 1gG >700 mg/dL
P=0,022 I Niveles de 1gG 500-700 mg/dL

B Niveles de 1gG <500 mg/dL

Incidencia acumulada en el mes 6 (%)

Infeccion bacteriana Bacteriemia Pielonefritis
global aguda
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El impacto de las alteraciones adquiridas de la inmunidad humoral en receptores de TR y de otros tipos
de TOS no se limita a la infeccion bacteriana. En el citado metaanalisis de Florescu et al. los pacientes
con HGG IgG grave presentaron un riesgo incrementado de infeccion por CMV, aspergilosis invasora y
otras infecciones fungicas [28]. Sin duda resulta mds cuestionable establecer un nexo etiopatogénico
directo entre los niveles de IgG y la susceptibilidad a herpesvirus y hongos filamentosos, toda vez que la
inmunidad humoral juega un papel secundario en la respuesta frente a estos microorganismos en
comparacién con la inmunidad celular [39,40]. No debe excluirse, por lo tanto, que la presencia de HGG
no actue mas bien como un “marcador de riesgo” capaz de identificar a pacientes mas fragiles, con
mayor carga de comorbilidad y peor estado nutricional [41].

La monitorizacién de los niveles séricos de inmunoglobulinas presenta varias ventajas (Tabla 1):
disponibilidad, sencillez técnica (la determinacion suele realizarse mediante nefelometria), bajo coste y
existencia de puntos de corte validados en la literatura [22]. Otro de los principales atractivos de esta
estrategia radica en la posibilidad de intervencién a través de la terapia de reposicion a partir de
preparados de inmunoglobulina humana inespecifica por via intravenosa (IglV). Si se asume que la HGG
juega un papel patogénico en el desarrollo de la infeccién post-trasplante, su reversion permitiria
disminuir la incidencia de esta complicacidn sin necesidad de modificar el tratamiento inmunosupresor
y, por tanto, sin comprometer la supervivencia del injerto [22]. La administracion periddica de IglV y de
preparados similares por via subcutanea constituye un abordaje profilactico de contrastada utilidad en
la inmunodeficiencia variable comun y otras inmunodeficiencias primarias por déficit de anticuerpos
[42]. Por desgracia la experiencia acumulada hasta el momento en el campo del TOS es limitada, de baja
calidad metodolégica y ofrece resultados discordantes. Carbone et al. comunicaron su experiencia con
un grupo de 55 receptores de trasplante cardiaco con HGG IgG (<600 mg/dL) y al menos un episodio
previo de infeccion, que fueron sometidos a una estrategia de reposiciéon con IglV (dosis de 300-400
mg/Kg repetidas de forma mensual hasta alcanzar niveles de IgG superiores a 750 mg/dL). Los autores
observaron un descenso en la incidencia de infecciones graves una vez que se inicié el tratamiento, asi
como la normalizacidon de ciertos parametros funcionales de inmunidad humoral (e.g., titulos de
anticuerpos anti-toxoide tetanico), en ausencia de efectos adversos resefiables [43]. Recientemente han
publicado una experiencia favorable con el uso de preparados por via subcutdnea [44]. Claustre et al.

obtuvieron resultados comparables en receptores de trasplante pulmonar, si bien el caracter
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retrospectivo y no aleatorizado limita la validez de su estudio [45]. Por el contrario, un ensayo clinico de
disefio cruzado también realizado en receptores de trasplante pulmonar con HGG IgG (<500 mg/dL), que
fueron aleatorizados a recibir IglV o placebo a lo largo de dos periodos consecutivos de 12 semanas, no
demostroé diferencias en la incidencia de infeccién bacteriana, aun a pesar de que los niveles de IgG
aumentaron de forma significativa durante la fase de administracion de IglV. Hay que sefalar, no
obstante, que sdlo fueron incluidos 11 pacientes en este ensayo [46]. Florescu et al. tampoco pudieron
demostrar que la administracion periddica de IglV tuviera un efecto aparente sobre la mortalidad o la
supervivencia del injerto en un estudio retrospectivo basado en una cohorte reducida y heterogénea
integrada por receptores de diversos tipos de TOS [47]. En nuestro conocimiento no se ha publicado
hasta ahora ningun estudio de esta naturaleza enfocado especificamente en receptores de TR. A esta
limitada evidencia disponible hay que afiadir que la reposicidn periddica con IglV constituye una terapia
de coste elevado y no exenta de riesgos (fendmenos tromboembdlicos arteriales y venosos, reacciones

transfusionales o hemolisis) [48,49].

3.3. Niveles séricos de componentes del sistema del complemento

El sistema del complemento actia como un instrumento efector de la respuesta inmune innata y
adaptativa. Entre sus funciones se incluyen la opsonizacidn de bacterias encapsuladas, la puesta en
marcha de reacciones anafilactoides, el aclaramiento de inmunocomplejos circulantes o la induccién de
lisis celular (Tabla 3) [50]. Sus tres vias de activacidon reconocen diversas sefiales, bien sean mediadas
por anticuerpos (fraccion cristalizable de IgM e 1gG) o independientes de éstos (secuencias poliméricas
de la superficie de los microorganismos), y confluyen sobre C3, cuya activacién resulta en la constitucion
de la convertasa de C5 (C4bC2aC3b en las vias clasica y asociada a lectinas y [C3b],Bb en la via
alternativa). La convertasa de C5, a su vez, pone en marcha el complejo de ataque a membrana (C5b a
C9) sobre la célula diana [51].

La monitorizacion del sistema del complemento se ha realizado clasicamente mediante parametros
funcionales que cuantifican su capacidad hemolitica (CHso para la via clasica y APs, para la alternativa)
[52]. La relativa complejidad técnica de este abordaje, no obstante, limita su aplicabilidad en la practica
habitual. La determinacién mediante nefelometria o ELISA de los niveles séricos de algunos de sus

componentes, como C3, C4 o la lectina fijadora de manosa (mannose binding lectin [MBL]), supone una
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alternativa mas accesible [53]. Otra aproximacion consiste en el analisis de los determinantes genéticos
gue modulan la concentracion sérica de MBL. Ha sido caracterizada una serie de polimorfismos de
nucléotido unico (single nucleotide polymorphisms [SNP]) en el exén 1y en la regién promotora del gen
MBL2, localizado en el cromosoma 10 y que codifica dicho componente de la via de las lectinas [54]. Los
alelos variantes de estos SNP originan defectos en la expresion del gen y en la polimerizacion de la
proteina que son en gran parte responsables de la amplia variabilidad interpersonal observada en la
concentracion sérica de MBL. Asi, se estima que hasta la tercera parte de la poblacion mundial presenta

niveles deficientes de MBL, con notables diferencias étnicas en su distribucion [55].

Tabla 3. Funciones del sistema del complemento.

Lisis celular (mediada por los componentes C5b-C9 [complejo de ataque a membranal)
Opsonizacidn y fagocitosis de bacterias encapsuladas (mediada por los componentes C3b y C4b)
Aclaramiento de inmunocomplejos

Reacciones anafilactoides (mediadas por los componentes C3a, C4a y C5a)

Actividad quimiotactica (mediada por los componente C5a)

Actividad neutrofilica y monocitica (adherencia celular y degranulacion de granulocitos)

La utilidad de la monitorizacién de ciertos componentes del sistema del complemento a la hora de
individualizar el riesgo de infeccién tras el TR ha sido evaluada en varios estudios. Nuestro grupo
determind las concentraciones de C3 y C4 en situacién basal (pre-trasplante) y en los meses primero y
sexto post-trasplante en una cohorte de 270 pacientes (Anexo 3 [56]). Como era previsible a la luz de la
posicion pivotal que ocupa C3 en la cascada del complemento, este biomarcador se revelé mas util que
C4. En concreto, la hipocomplementemia (HCC) a expensas de C3 en el primer mes (definida por niveles
séricos de C3 <84 mg/dL) estuvo presente en el 20% de los pacientes y fue identificada como un factor
de riesgo independiente para el desarrollo de infeccidon global y bacteriana durante los siguientes
meses. La HCC C3 en el sexto mes también se asocié con el desarrollo de infeccién bacteriana tardia. Es
destacable que la mortalidad global fuera significativamente mayor en el grupo de pacientes con niveles
disminuidos de C3 en el primer mes [56]. Otros autores han comunicado asociaciones similares entre la
HCCy la incidencia de infeccidn tras el trasplante cardiaco [57] y hepatico [58].

Las inmunidades innata y adaptativa ejercen funciones parcialmente complementarias. Se ha sugerido

que la inmunosupresion que acompafia al TOS, al actuar de forma preferente sobre la respuesta
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adaptativa, permite poner de manifiesto deficiencias constitutivas en el sistema del complemento que
carecen de impacto clinico aparente en el huésped inmunocompetente [59]. Esta hipdtesis cobra
especial relevancia al considerar el efecto de los niveles de MBL y de sus determinantes genéticos sobre
la susceptibilidad a la infeccion. Manuel et al. publicaron un caso de bacteriemia meningocdcica en un
receptor de TR con valores normales de C3, C4 y CHs, pero indetectables de MBL [60]. Broeders et al.
observaron un mayor riesgo de sepsis y de infeccidn respiratoria en receptores de TR con niveles
disminuidos de MBL [32]. En receptores de trasplante reno-pancreatico simultaneo, Verschuren et al.
demostraron que cada incremento de 500 ng/mL en la concentracidon basal de MBL se asociaba a un
descenso en el riesgo posterior de infeccién de tacto urinario y de sepsis de origen uroldgico [61]. Todos
estos hallazgos son congruentes con la mayor incidencia de shock séptico y otras infecciones que ha sido
demostrada en receptores de injertos hepaticos procedentes de donantes portadores del alelo variante
(O) en el exdén 1 del gen MBL2 en comparacién con los que reciben érganos de sujetos con el alelo
salvaje (hay que sefialar que la MBL se sintetiza mayoritariamente en el higado, por lo que el genotipo
del donante es el principal factor que determina sus niveles séricos tras el trasplante hepatico) [62,63].

El papel de la MBL como molécula de reconocimiento de patrones (pattern recognition molecule) explica
igualmente su participacion en la inmunidad antiviral. Se ha observado una mayor incidencia de
infeccién asintomdtica y de enfermedad por CMV tras la interrupcion de la profilaxis con valganciclovir
en receptores de TR de alto riesgo con niveles disminuidos (<500 ng/mL) de MBL en la determinacidn
basal [64]. En el contexto del trasplante hepatico [65] y pulmonar [66] se han comunicado resultados
similares. Otro estudio, por el contrario, no pudo concluir que los niveles basales de MBL modificaran el
riesgo de infeccidon o de enfermedad por CMV en receptores de TR, si bien los autores describieron una
asociacion entre esta complicacién y la concentracion de MASP-2 (MBL-associated serine protease 2),
una proteasa involucrada en la via de activacién asociada a las lectinas [67]. No se ha observado mayor

incidencia de nefropatia por poliomavirus BK en receptores deficientes en MBL [68].

3.4. Cuantificacidn de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica
El empleo del recuento de determinadas subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica como
marcador subrogado del grado de inmunosupresién y, por tanto, del riesgo de infeccién post-trasplante,

supone una extrapolacién plausible al contexto del TR de la experiencia adquirida en otros huéspedes
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inmunodeprimidos [8]. Por ejemplo, el recuento de linfocitos T CD4* es empleado desde hace décadas
para estratificar el riesgo de infeccion oportunista en pacientes infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y para establecer la indicacién de profilaxis [69]. Se ha propuesto un
abordaje similar para la linfocitopenia T CD4" idiopatica [70]. Como se ha comentado, el uso de agentes
depletores linfocitarios es frecuente en receptores de TR. Tanto los anticuerpos monoclonales anti-CD3
(muromonab-CD3 [OKT-3]) y anti-CD52 (alemtuzumab) como los policlonales, entre los que destaca la
globulina antitimocitica policlonal (antithymocyte globulin [ATG]) derivada de conejo, ejercen un
profundo impacto sobre el recuento linfocitario en sangre periférica que puede extenderse hasta mas
alla del primer afio tras su administracién [71,72]. El incremento del riesgo de infeccidn post-trasplante
vinculado a estas terapias esta bien documentado [73,74] y justifica las actuales recomendaciones de
estrategias especificas de prevencién frente a la infeccién por CMV [75,76]. De forma analoga, vy
siguiendo la pauta establecida en el paciente con VIH, se contempla igualmente la monitorizacidn de los
linfocitos T CD4" con el fin de individualizar la duracién de la profilaxis frente a Pneumocystis jirovecii en
pacientes oncohematoldgicos previamente tratados con alemtuzumab o andlogos de purinas [77].

Sobre la base de estas evidencias preliminares son varios los estudios que han demostrado que los
receptores de TR con recuentos disminuidos de linfocitos T CD4" afrontan un mayor riesgo de infeccién
por patégenos oportunistas (predominantemente intracelulares), con especial relevancia en el caso de
P. jirovecii [78-80]. En un estudio reciente el nimero de linfocitos T CD4" fue significativamente menor
en pacientes con neumonia por P. jirovecii respecto al grupo control, integrado por receptores de TR
gue también habian sido sometidos a un lavado broncoalveolar pero en los que no se identificd este
microorganismo. En el analisis multivariante la presencia de linfocitopenia absoluta (<750 céls/mcL) a lo
largo de los 50 dias previos al diagndstico actué como un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de esta complicacion [81]. Algunos autores han sugerido que la administracién generalizada
de profilaxis con trimetoprim-sulfametoxazol durante los primeros meses tras el TR esta retrasando el
periodo de riesgo clasicamente asumido para la infeccion por P. jirovecii, con un aumento progresivo de
casos de aparicion muy tardia (a partir del primer afio post-trasplante) [81-83]. De este modo, la
monitorizacién selectiva del recuento de linfocitos T CD4" tras determinados eventos que obliguen a
incrementar el tratamiento inmunosupresor (un rechazo agudo, por ejemplo) permitiria identificar a

aquellos pacientes que podrian beneficiarse de la prolongacion o reintroduccién de la profilaxis frente a
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Pneumocystis, en una estrategia de evaluacion individual del riesgo de infeccion.

En el escenario especifico del receptor de TR con infeccién por el VIH, Carter et al. observaron que la
presencia de un recuento de linfocitos T CD4" <200 céls/mcL a lo largo del seguimiento se asocié al
desarrollo de infeccion grave y oportunista, si bien el tamafio muestral analizado era pequefio (n = 20).
Como cabia esperar, los pacientes sometidos a induccién con ATG mantuvieron recuentos linfocitarios
mas bajos que los que recibieron anticuerpos monoclonales anti-CD25 (daclizumab o basiliximab) [84].
En una cohorte de 42 receptores de TR, en su mayor parte tratados con basiliximab, Calarota et al.
observaron un recuento de linfocitos T CD8" consistentemente menor durante los primeros meses post-
trasplante entre los pacientes que desarrollaron alguna infeccién oportunista [85]. Nuestro grupo
también ha explorado esta estrategia de monitorizacion inmunoldgica en 304 receptores de TR en los
qgue llevamos a cabo la determinacién de linfocitos totales y de diversas subpoblaciones linfocitarias
(linfocitos T CD4" y CD8’, linfocitos B vy linfocitos natural killer [NK]) en varios puntos (situacién basal y
meses primero y sexto) (Anexo 4 [86]). Entre otros hallazgos, comprobamos que la cinética de cada una
de estas subpoblaciones diferia marcadamente segun el tipo de terapia de inducciéon administrada. Asi,
el recuento de linfocitos T CD4" presentd un acusado nadir al primer mes en los pacientes tratados con
ATG mientras que aumentaba ligeramente respecto a la basal entre los que no recibieron induccién o
ésta consistié en basiliximab. La cinética de los linfocitos T CD8" fue similar, aunque con diferencias
menos evidentes. Por este motivo analizamos de forma separada en cada uno de estos dos grupos el
papel predictivo de las subpoblaciones. Entre los pacientes que recibieron ATG la presencia de
linfocitopenia T CD4" (recuento <50 céls/mcL) en el primer mes se asocié al desarrollo de infeccidn
oportunista y, particularmente, de enfermedad por CMV durante el periodo posterior (meses 1 a 6). En
el grupo sin induccién o tratado con basiliximab fueron los linfocitos T CD8" los que exhibieron mejor
capacidad predictiva, de forma que la presencia de linfocitopenia a expensas de esta subpoblacion
(recuento <100 céls/mcL) incrementd de forma significativa el riesgo de infeccidon oportunista global.
Ambos puntos de corte presentaron excelentes valores predictivos negativos (superiores al 83%) para el
posterior desarrollo de infeccidn, lo cual permitiria individualizar a un subgrupo de receptores de muy
bajo riesgo en los cuales seria factible discontinuar las profilaxis habituales [86]. Recientemente hemos
comunicado una asociacion similar entre el recuento de linfocitos NK y el riesgo de infeccién fungica

invasora tras el TOS [87]. Por ultimo, la validez de la monitorizacién de ciertas subpoblaciones en sangre
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periférica (linfocitos T CD4" y CD8") como aproximacion al estado neto de inmunosupresién también se
ha visto corroborado en una serie de estudios centrados en el desarrollo de neoplasia de novo post-

trasplante [88-90], incluida nuestra propia experiencia (Anexo 5 [91]).

3.5. Otras estrategias de monitorizacién inmunoldgica
De forma mds breve serdn revisados otros biomarcadores sin especificidad por patégeno que ofrecen

igualmente oportunidades para la evaluacidon inmunoldgica en el receptor de TOS.

3.5.1. Monitorizacion de niveles séricos de la forma soluble de CD30

CD30 es una glucoproteina transmembrana perteneciente a la superfamilia del receptor del factor de
necrosis tumoral y del factor de crecimiento neural [92], clasicamente empleado como marcador de la
célula de Reed-Sternberg en el linfoma de Hodgkin [93]. CD30 también se expresa en linfocitos Ty B
normales, linfocitos NK y células dendriticas [94]. Si bien su misién biolégica ain no ha sido plenamente
dilucidada, se cree que participa en la regulacion del balance Thy/Th, de la respuesta celular y en la
generacion de linfocitos T de memoria [95]. La coestimulacién con células que expresan CD30 induce a
los linfocitos T a polarizarse en sentido Th, y a sintetizar el correspondiente repertorio de citoquinas
(como interleucina [IL]-4 o IL-13) [96,97]. Ademds de la forma de superficie celular (de 120 kDa), existe
una forma soluble de 85 kDa (sCD30) generada tras la separacidon enzimatica de su porcién extracelular
por parte de una metaloproteasa [98] y que es liberada al plasma durante el proceso de activacién de
los linfocitos T [99]. La monitorizacién de sCD30 ha recibido una creciente atencién en los ultimos afos
como estrategia de monitorizacién inmunoldgica en el TR [94,100]. Varios estudios han mostrado que
los niveles basales de sCD30 se relacionan de forma inversa con la supervivencia del injerto [100-104].
Este efecto deletéreo sobre el prondstico del injerto es sinérgico al ejercido por la sensibilizacién pre-
trasplante o el nimero de incompatibilidades del antigeno leucocitario humano (human leukocyte
antigen [HLA]) entre donante y receptor [105]. Se ha sugerido que los niveles elevados de sCD30, en su
condicion de marcador de activacion de la subpoblacién linfocitaria Th,, es mejor predictor del riesgo de
rechazo humoral que del de rechazo celular [94,106].

La utilidad de sCD30 como biomarcador del riesgo de infeccién post-trasplante ha sido explorada en un
numero reducido de trabajos con resultados discordantes. Un estudio realizado entre receptores de TR

demostré que los pacientes que sufrieron algun episodio de neumonia partian de niveles basales de
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sCD30 significativamente menores respecto a los que permanecieron libres de esta complicacion [107].
Nikaein et al. también observaron que las concentraciones pre-trasplante reducidas de sCD30 se
asociaban a un mayor riesgo de infeccién tras el trasplante cardiaco [108]. Sin embargo estos mismos
autores comunicaron la asociacién inversa (niveles basales mas elevados de sCD30 en pacientes con
infeccién posterior) en el contexto del TR [109]. En nuestra experiencia con 101 receptores de TR los
niveles basales de sCD30 fueron significativamente mayores en aquellos pacientes que desarrollaron
alguna infeccién bacteriana durante los primeros 12 meses post-trasplante, asociaciéon que se mantuvo
después de ajustar por otras variables en un modelo multivariante. Como explicacidon proponemos que
el nivel de sCD30 actia fundamentalmente como un marcador de actividad de los linfocitos Th,, que
ofrecen una respuesta protectora frente a patdgenos bacterianos menos eficaz que los linfocitos con

diferenciacién Thy o Thyy [94].

3.5.2. Monitorizacion de la viremia por virus de Epstein-Barr y anellovirus

La monitorizacién, mediante técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reaction [PCR]), de la carga viral en sangre completa o muestras acelulares de
determinados virus que infectan de forma latente al hospedador y cuyo control replicativo reside en la
inmunidad celular adaptativa puede ofrecer una aproximacidon a la competencia inmunoldgica del
receptor de TOS. La reactivacién de estos virus latentes, aun siendo asintomatica, constituiria un
pardmetro subrogado del grado de funcionalidad de la respuesta inmune. Segun esta hipdtesis
podriamos disponer de biomarcadores muy sensibles que actuarian como un “sumatorio funcional” de
la carga global de inmunosupresién. Hasta ahora son fundamentalmente dos los agentes explorados con
esta finalidad: el virus de Epstein-Barr (VEB) y los miembros de la familia Anelloviridae (anellovirus). El
primero de ellos tiene la capacidad, gracias a un amplio repertorio de mecanismos de evasién inmune,
de establecer una infeccién latente en el compartimento de linfocitos B que dura toda la vida del
huésped [110]. Se ha comprobado que la reactivacion del VEB es un fenédmeno frecuente en receptores
de TOS [111-113]. Si bien este fendmeno replicativo es subclinico en la mayor parte de las ocasiones,
puede llegar a producir dafio organico directo o contribuir indirectamente a la patogénesis del sindrome
linfoproliferativo post-trasplante [114]. Varios grupos, incluyendo el nuestro, han trabajo con la viremia
de VEB como marcador de competencia funcional de la respuesta inmune celular en receptores de

trasplante cardiaco, pulmonar vy renal [115-117].
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Los anellovirus, por su parte, son virus de pequefio tamafo carentes de envoltura que exhiben una gran
diversidad genética [118]. El primer anellovirus identificado fue denominado Torque Teno virus [119],
seguido tres afios después del Torque Teno Mini virus [120]. La primoinfeccién tiene lugar en edades
tempranas a través de diversas vias, tras lo que establecen una infeccion latente fundamentalmente en
células mononucleares de sangre periférica [121]. De este modo la prevalencia de infeccién por TTV y
TTMV en poblacidn general adulta supera el 90% y su replicacion transitoria a bajo nivel es frecuente
entre sujetos inmunocompetentes [122]. No ha podido ser demostrado hasta la fecha ningun efecto
patogénico directamente atribuible en el ser humano (“virus huérfanos”). No obstante, varios estudios
han demostrado que la reactivacién de la infeccién latente por anellovirus es mds frecuente en
pacientes con enfermedades crénicas debilitantes, cancer o infeccién por el VIH respecto a sujetos
sanos [123-126]. Este hallazgo podria ser explicado por el papel fundamental que la inmunidad mediada
por células desempefia en el control de la replicacién viral. En base a esta evidencia se ha tratado de
evaluar la potencial utilidad que la monitorizacion de la viremia por anellovirus (fundamentalmente
Torque Teno virus) podria tener como aproximacion a la carga global de inmunosupresién en diversos

tipos de receptores de TOS, incluyendo renal [127], hepatico [128,129] y pulmonar [130].

3.6. Limitaciones de estudios previos y justificacion de la presente investigacion

En vista de la evidencia cientifica expuesta, la aplicacion de estrategias de monitorizacion inmunolégica
basadas en biomarcadores sin especificidad por patdgeno ofreceria, sobre el papel, la posibilidad de
individualizar el riesgo de infeccidén en receptores de TR, optimizando asi los resultados a largo plazo de
este procedimiento. Si bien se han realizado avances prometedores en este sentido, la evidencia basada
en ensayos clinicos u otras estrategias de intervencién es hasta el momento escasa [7,44-46]. Ademas,
la mayor parte de los estudios previos se ven limitados por su reducido tamafio muestral, habitualmente
circunscrito a un Unico centro y con periodos de seguimiento tras el trasplante relativamente cortos. Los
mecanismos moleculares y celulares implicados en la respuesta frente a la infecciéon son complejos y con
frecuencia redundantes. Por desgracia, los trabajos publicados se centran por regla general en la
monitorizacién de un Unico biomarcador o pardmetro inmunolégico, adoleciendo asi de una naturaleza
unidimensional. Sin embargo el disefio de cualquier estrategia de monitorizacién debe ponderar tanto la

sensibilidad y especificidad del parametro empleado, por un lado, como su disponibilidad y aplicabilidad
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en la practica clinica, por otro [8]. Por otra parte, la susceptibilidad individual a la infeccién no sélo esta
condicionada por la situacion inmunoldgica del huésped. Otros factores, tales como la enfermedad de
base, la funcidn del injerto, las manipulaciones quirurgicas, los procedimientos invasivos o el estado
nutricional, contribuyen igualmente a la patogenia de esta complicacion [131].

Nuestro grupo de investigacién ha venido trabajando en los ultimos afios en la utilidad y aplicabilidad
clinica de una serie de estrategias de monitorizacion inmunoldgica post-trasplante basadas en
parametros evaluados de forma independiente: recuento de subpoblaciones linfocitarias en sangre
periférica [86,91,132,133], niveles séricos de inmunoglobulinas [27,36] y niveles séricos de
componentes del sistema del complemento [56] (las referencias mas relevantes estan disponibles como
Anexos 1 a 5). Aventuramos que la elaboracién y posterior validacién de un modelo predictivo
multidimensional que incorpore varios de estos biomarcadores, asi como otras variables seleccionadas
de naturaleza clinica, podria ser de utilidad a la hora de asignar un riesgo concreto de infeccién a cada
receptor de TR, facilitando con ello decisiones asistenciales relacionadas con el ajuste del tratamiento

inmunosupresor o la indicacién y duracion de la profilaxis antimicrobiana.
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4. HIPOTESIS
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La combinacidon en un modelo predictivo ponderado de una serie de variables clinicas y de parametros
inmunoldgicos sin especificidad por patégeno (recuento de subpoblaciones linfocitarias en sangre
periférica y niveles séricos de inmunoglobulinas y de factores de complemento) podria constituir un
abordaje util para predecir el desarrollo de complicaciones infecciosas en receptores de TR. Una vez
validado, dicho modelo ofreceria la posibilidad de individualizar el proceso de toma de decisiones
terapéuticas y de profilaxis con arreglo al riesgo concreto de cada paciente en un momento

determinado de su evolucién post-trasplante.
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5. OBJETIVOS
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5.1. Objetivo general

Caracterizar el riesgo individual de infeccién (tanto global como, especificamente, de naturaleza
bacteriana) en receptores de TR mediante la monitorizacién de una serie de pardmetros inmunoldgicos
no patégeno-especificos: cuantificacién de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica (linfocitos T
CD3%, cD4" y cD8’, linfocitos B vy linfocitos NK) y niveles séricos de inmunoglobulinas (IgG, IgA e IgM) y

de factores de complemento (C3 y C4).

5.2. Objetivos especificos

1. Desarrollar, a partir de dichos parametros inmunoldgicos combinados con variables de caracter
clinico, una serie de modelos predictivos del riesgo de infeccién global y de infeccién bacteriana a
lo largo de diversos periodos post-trasplante entre los receptores de TR incluidos en una cohorte
de derivacién.

2. Establecer el rendimiento (capacidad de discriminacién, exactitud diagndstica y valor incremental)
de dichos modelos en la cohorte de derivacion.

3. Evaluar la reproducibilidad y calibracién de los modelos predictivos asi obtenidos en una cohorte
independiente de validacion.

4. Describir la cinética post-trasplante de los parametros inmunoldgicos analizados (recuentos de
subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y niveles séricos de inmunoglobulinas y de

factores de complemento).
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6. PACIENTES Y METODOS
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6.1. Ambito y disefio del estudio

6.1.1. Ambito de realizacion del estudio

El presente estudio fue realizado en el Hospital Universitario “12 de Octubre” (HU120) de Madrid, un
centro de tercer nivel adscrito a la Universidad Complutense. El nimero de camas de hospitalizacion
instaladas se mantuvo basicamente estable a lo largo del periodo de estudio (variacion: 1.363 [2008] a
1.322 [2013]), asi como la poblacion de referencia atendida (variacion: 432.861 [2008] a 427.401 [2013])
y el nimero de ingresos anuales (variacion: 42.981 [2008] a 42.375 [2013]).

Desde el afio 1976 se viene desarrollando en el HU120 un activo programa de TOS, tanto en poblacion
adulta como pediatrica, que engloba practicamente todas sus modalidades (excepto el doble trasplante
combinado cardiopulmonar). El TR ocupa el primer puesto en cuanto a nimero de procedimientos
realizados, que se mantuvo estable en unos 150 anuales a lo largo del periodo de estudio (variacion: 161
[2008] a 141 [2013]). En este tipo de TOS el HU120 se ha significado durante varios afios consecutivos
como el de mayor actividad en todo el territorio nacional, sumando un total de 3.872 procedimientos de
TR realizados desde el inicio del programa hasta 2016.

Desde 1991 la Unidad de Enfermedades Infecciosas del HU120 centra parte de su actividad asistencial e
investigadora en el diagndstico, tratamiento y prevencién de las complicaciones infecciosas en
receptores de TOS. Esta tarea se desempefia en calidad de interconsultores y en estrecha colaboracion
con el resto de los servicios implicados, tanto clinicos (Nefrologia y Coordinacion de Trasplantes en el
caso del TR) como centrales (Microbiologia e Inmunologia). Cabe destacar que miembros de la Unidad
de Enfermedades Infecciosas han participado en la elaboracion de protocolos y guias de practica clinica
centradas en el receptor de TOS (e.g., gripe, tuberculosis, infecciones por bacilos Gram negativos
multirresistentes o infecciones transmitidas por el donante), tanto en el ambito institucional como
nacional y europeo [134-137]. Por otra parte, el HU120 cuenta con un equipo de atencidn continuada
(24 horas) de Nefrologia de Guardia, que se encarga de valorar a todos los receptores de TR que acuden

al Servicio de Urgencias y decidir, si procediera, el ingreso en sala de hospitalizacion.

6.1.2. Disefio y periodo del estudio
Llevamos a cabo un analisis retrospectivo de una cohorte observacional longitudinal con datos recogidos

prospectivamente de receptores de TR. A fin de construir y evaluar los modelos predictivos de infeccion
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se realizé de forma aleatoria una segmentacion de la misma en dos grupos independientes: cohorte de
derivacion (aproximadamente 66,6% de la muestra global) y cohorte de validacion (33,3% restante).

El periodo de reclutamiento abarcé desde Noviembre de 2008 hasta Marzo de 2013. El seguimiento fue
censurado a 29 de Febrero de 2016 o, alternativamente, en la fecha de ultimo contacto conocido en el
HU120. Todos los participantes fueron seguidos durante un minimo de 12 meses desde la realizacion
del TR, excepto en caso de que el fallecimiento y/o la pérdida definitiva del injerto tuvieran lugar antes
de haber completado este primer afio post-trasplante.

En funcién del esquema temporal clasico de infeccidon en receptores de TOS propuesto por Fishman
[138], y considerando el cronograma de monitorizacién inmunoldgica aplicado, se dividid el seguimiento
en tres periodos diferenciados: precoz (primer mes post-trasplante), intermedio (meses 1 a 6) y tardio

(desde el mes 6 post-trasplante hasta el final de seguimiento) (Figura 2).

Figura 2. Cronograma del estudio.
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Todos los analisis relacionados con la derivacidon y validacién de los modelos fueron replicados de forma
consecutiva para cada uno de estos tres periodos. Unicamente para la descripcién global de la cohorte

se tomd como referencia el periodo de seguimiento post-trasplante en su totalidad (no segmentado).

6.1.3. Objetivo del estudio
El objetivo de evaluacion (outcome) del estudio consistié en el desarrollo de infeccidon post-trasplante,

tanto global como especificamente bacteriana, a lo largo de cada uno de los periodos antes referidos

v
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(precoz [primer mes], intermedio [meses 1 a 6] y tardio [a partir del mes 6]). Para ser considerado como
tal, en el episodio de infeccion (definido en la seccidn 4.4) se tuvieron que verificar dos requisitos: (a)
necesidad de ingreso hospitalario u observacion en el Servicio de Urgencias durante un minimo de 24
horas; y (b) administracion de tratamiento antibidtico, antiviral, antifungico o antiparasitario (ya fuera
empirico o dirigido). Por su relevancia clinica también fueron analizados dentro de esta categoria ciertos
episodios de infeccion tipicamente oportunista aunque no llegaran a requerir ingreso hospitalario (e.g.,
zoster no complicado o infeccion herpética orolabial). Fueron excluidos los episodios de bacteriuria
asintomatica, infeccidon de tracto urinario inferior no complicada (cistitis), e infeccion asintomatica por

virus del grupo herpes (CMV y VEB) y poliomavirus JC.

6.2. Seleccidn de participantes
Fueron reclutados en el estudio todos los pacientes con enfermedad renal terminal sometidos de forma
consecutiva a TR en el HU120 a lo largo del periodo indicado y que cumplieran todos los criterios de

inclusién y ninguno de los criterios de exclusion que se detallan a continuacion:

a) Criterios de inclusion:
1. Edad del receptor 218 afios en el momento del trasplante;
2. Disponibilidad para mantener un seguimiento clinico y analitico habitual en el HU120 durante,
al menos, el primer afio post-trasplante;
3. Disponibilidad para ser sometido a la monitorizacién (con arreglo al cronograma detallado en la
seccion 4.3.2) de los parametros inmunoldgicos contemplados en los modelos de prediccion;

4. Otorgamiento del consentimiento expreso por escrito para la participacidon en el estudio.

b) Criterios de exclusion:
1. Realizacion simultanea de doble trasplante que incluya el injerto renal (e.g., pancreato-renal);
2. Diagnéstico pre-trasplante de infeccidén por el VIH o de algin sindrome de inmunodeficiencia
primaria (e.g., inmunodeficiencia combinada variable o linfocitopenia T CD4" idiopatica);
3. Fallecimiento a lo largo de la primera semana post-trasplante;
4. Ausencia de funcidn del injerto (no funciéon primaria);
5. Pérdida del injerto con explante del érgano y/o retirada de la inmunosupresién a lo largo de la

primera semana post-trasplante.
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6.3. Procedimientos del estudio

6.3.1. Seguimiento clinico

Tras la inclusién del participante se llevd a cabo su seguimiento en las consultas externas de la Unidad
de Trasplante Renal del Servicio de Nefrologia del HU120 mediante una serie de visitas programadas
segun la practica habitual: cada 2 semanas durante los 3 primeros meses, mensualmente entre los
meses 4 y 12, y con periodicidad bimensual hasta el segundo afo post-trasplante. En cada una de estas
visitas se realizd una anamnesis y examen fisico completos. A este esquema se sumaron cuantas visitas
adicionales y/o atenciones en el Servicio de Urgencias requiriera la situacion clinica del paciente.

Todos los episodios de infeccién que requirieron ingreso hospitalario fueron evaluados por un médico
adjunto de la Unidad de Enfermedades Infecciosas de forma conjunta con el nefrélogo tratante del
paciente. Esta labor de interconsulta también se llevd a cabo en la mayor parte de los episodios de
infeccién tratados de forma ambulatoria, con la excepcion de los cuadros de bacteriuria asintomatica e

infecciones de tracto urinario inferior no complicadas.

6.3.2. Monitorizacion inmunoldgica

En cada una de las visitas programadas se obtuvieron muestras de sangre para la determinacién de
hemograma (con féormula leucocitaria), bioquimica completa (con perfil hepatico y renal), estudio de
coagulacidn, concentraciones plasmaticos valle de farmacos inmunosupresores (anti-calcineurinicos,
acido micofendlico e inhibidores de la mTOR), sedimento de orina y proteinuria de 24 horas.

A este seguimiento analitico se anadié en 3 ocasiones la extraccion de aproximadamente 10 cc
suplementarios de sangre completa en tubos tipo Vacutainer con EDTA para la cuantificacién de
subpoblaciones linfocitarias y la determinacion de niveles séricos de inmunoglobulinas y factores de
complemento segln un cronograma pre-establecido: momento basal o pre-trasplante (en las 12 horas
previas al procedimiento) y meses 1y 6 post-trasplante (Figura 2).

La cuantificacion de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica (linfocitos T CD3" totales, linfocitos
T CD3" cD4"y cD3" €D8’, linfocitos B [CD19'] y linfocitos NK [CD3™ CD16" CD56']) se llevé a cabo en una
plataforma automatizada de citometria de flujo multiparamétrica (Becton-Dickinson Immunocytometry
Systems, San José, CA, EEUU) dentro de las primeras 18 horas desde la extraccién. En primer lugar se

tifd durante 15 minutos un volumen de 50 uL de sangre completa anticoagulada en EDTA con 10 pL de
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reactivo BD Multitest 6-color TBNK reagent. A continuacion los hematies de la muestra fueron lisados
con una solucién de lisis (fluorescence-activated cell sorting [FACS] lysing solution), y se analizaron los
datos inmediatamente después de la tincion mediante un citometro de flujo (FACS Canto Il Flow
Cytometer) y el correspondiente software de adquisicion FACS Canto Clinical software (todos ellos de BD
Biosciences, San José, CA, EEUU). Los anticuerpos monoclonales estaban conjugados con fluoresceina-
isotiocianato (anti-CD3), ficoeritrina (anti-CD8, anti-CD16 y anti-CD56), proteina peridina-clorofila (anti-
CD45) y aloficocianina (anti-CD19 y anti-CD4) [139].

Los niveles séricos de las principales clases de inmunoglobulinas (IgM, 1gA e IgM) fueron determinados
mediante nefelometria (Image-system Beckman Coulter GMBH, Krefeld, Alemania). No se realizé un
analisis individualizado por sub-clases de inmunoglobulinas. Los rangos de normalidad establecidos por
el Scio. de Inmunologia del HU120 fueron: 1gG 700-1600 mg/mL, IgA 70-400 mg/dL e IgM 40-230 mg/dL.
Los niveles séricos de factores de complemento (C3 y C4) también fueron determinados por nefelometria
(Immage 800, Beckman Coulter, Villepinte, Francia). Los rangos de normalidad establecidos en nuestro

centro fueron: C3 83-171 mg/dLy C4 14-38 mg/dL.

6.3.3. Regimenes de inmunosupresion
a) Tratamiento de induccion: Se administréd ATG de conejo (ATG-Fresenius® [1 mg/Kg/dia]) durante
5-7 dias con introduccion retrasada de tacrélimus (a partir del sexto dia post-trasplante) a todos
los receptores de drganos procedentes de donante tras muerte circulatoria (asistolia), a fin de
minimizar el riesgo de nefrotoxicidad inducida por anti-calcineurinicos. También recibieron
induccién con ATG durante 1 a 3 dias con introduccidn precoz de tacrélimus (a partir del primer
dia post-trasplante) aquellos receptores con criterios de alto grado de riesgo inmunolégico:
panel reactivo de anticuerpos >50%, receptores de un segundo TR si el anterior se perdié por
rechazo en los dos afos previo, y receptores de un tercer o cuarto trasplante. El tratamiento de
induccién con anticuerpo monoclonal anti-CD25 (basiliximab, Simulect® [25 mg/dia los dias 0 y
4]) con introduccién retrasada de tacrélimus (a partir del quinto dia post-trasplante) fue
reservado a pacientes con riesgo elevado de nefrotoxicidad inducida por anti-calcineurinicos
debido a su edad avanzada o comorbilidades pre-trasplante. Se afiadio rituximab (375 mg/m2 de

superficie corporal en un numero de dosis variable) al tratamiento de induccién con ATG o
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basiliximab en pacientes hiperinmunizados con anticuerpos anti-HLA especificos de donante o
como prevencion de la recidiva de la glomeruloesclerosis segmentaria y focal.

b) Tratamiento de mantenimiento: Consistid en una triple pauta con tacrélimus (0,1 mg/Kg/dia
ajustado para mantener concentraciones plasmaticas valle de 10-15 ng/mL durante el primer
mes post-trasplante y de 5-10 ng/mL posteriormente); mofetil micofenolato (1.000 mg cada 12
horas) o acido micofendlico (360 mg cada 12 horas); y prednisona (1 mg/Kg/dia con disminucién
progresiva de dosis). Se empled azatioprina (1-4 mg/Kg/dia) como antimetabolito en sustitucion
de mofetil micofenolato o 4cido micofendlico en pacientes con retraso en la cicatrizacidn y/o
otras complicaciones de la herida quirurgica. Los inhibidores de la mTOR no fueron incluidos en
los regimenes primarios de inmunosupresién, si bien se llevé a cabo una conversién secundaria
a everodlimus (0,75 mg cada 12 horas ajustado para mantener concentraciones plasmaticas valle
de 4-6 ng/mL) con interrupcion del antimetabolito y disminucion de la dosis de tacrdélimus
(concentraciones plasmaticas valle de 4-6 ng/mL) en casos seleccionados de nefrotoxicidad por
anti-calcineurinicos o complicaciones post-trasplante asociadas al exceso de inmunosupresion

(neoplasia de novo o viremia persistente por VEB).

6.3.4. Regimenes de profilaxis

Todos los pacientes recibieron una dosis Unica de cefazolina intravenosa (o vancomicina en caso de
alergia documentada a B-lactamicos) como profilaxis antibidtica pre-quirargica. La profilaxis frente a la
neumonia por P. jirovecii consistié en trimetoprim/sulfametoxazol (160/800 mg 3 veces por semana) o
pentamidina nebulizada (300 mg cada 3-4 semanas en caso de alergia documentada a sulfamidas)
durante los primeros 9 meses post-trasplante. Los pacientes con riesgo elevado de enfermedad por
CMV (discordancia serolégica entre donante y receptor [D'/R] o tratamiento de induccidén con ATG)
recibieron profilaxis universal con ganciclovir intravenoso (5 mg/Kg/dia) o con valganciclovir oral (900
mg/dia), con ajuste en ambos casos segun funcién renal, durante 3-6 meses, siguiendo las
recomendaciones actuales tanto nacionales [140] como internacionales [75]. No se monitorizé de forma
rutinaria la viremia por CMV en ausencia de sintomatologia compatible en los pacientes con riesgo
intermedio de enfermedad por CMV (seropositivos [R'] sin tratamiento de induccién con ATG) con vistas
a la adopcidn de una estrategia de tratamiento anticipado. En algunos casos seleccionados (neumopatia

pre-trasplante, retraso en la funcidon del injerto o aislamiento de Aspergillus spp. en muestras
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respiratorias) se administré profilaxis frente a hongos filamentosos con una equinocandina

(anidulafungina habitualmente) durante 2-3 semanas.

6.3.5. Recogida de datos clinicos

Mediante un cuaderno de recogida de datos estandarizado y con arreglo al conjunto de definiciones que
se detallan en el apartado 6.4 se cumplimentd de forma prospectiva una base de datos digitalizada,
protegida y debidamente anonimizada. Las variables se agruparon en cinco grandes categorias:

a) Variables relacionadas con el receptor: caracteristicas demograficas (edad y género); principales
comorbilidades crénicas pre-trasplante (hipertension arterial, diabetes mellitus, enfermedad
aterotrombdtica [cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular y/o enfermedad arterial
periférica], fibrilacién auricular, enfermedad pulmonar obstructiva crénica [EPOC], asma vy
hepatopatia); inmunodepresidén pre-trasplante y causa de la misma (si procede); etiologia de la
enfermedad renal de base; modalidad y tiempo de didlisis pre-trasplante (si procede); y estado
serolégico frente a VVZ, CMV, VEB, virus de la hepatitis B (VHB) y virus de la hepatitis C (VHC).

b) Variables relacionadas con el donante: caracteristicas demograficas (edad y género); tipo de
donacion (muerte encefalica o cerebral, muerte cardiaca o circulatoria [asistolia] o donacion de
vivo); causa de la muerte (accidente cerebrovascular agudo, traumatismo craneoencefdlico,
encefalopatia post-andxica o parada cardiaca); y estado seroldgico frente a CMV.

c) Variables relacionadas con el procedimiento quirurgico y pautas de inmunosupresion y profilaxis:
tiempo de isquemia fria; grado de compatibilidad HLA entre donante y receptor; tipo de TR
(Unico o doble); transfusion de hemoderivados durante el procedimiento; necesidad de ingreso
en la unidad de cuidados intensivos (UCI) o de ventilacion mecanica invasiva en el periodo post-
operatorio precoz; tipo de tratamiento de induccién; composicion de la pauta primaria de
inmunosupresion; y profilaxis (frente a P. jirovecii, CMV y hongos filamentosos).

d) Complicaciones post-trasplante de naturaleza no infecciosa: reintervencién quirdrgica; retraso
en la funcién del injerto; rechazo agudo o crénico del injerto; diabetes mellitus de novo post-
trasplante; estenosis de la arteria renal; pérdida del injerto; y mortalidad de cualquier causa.

e) Complicaciones post-trasplante de naturaleza infecciosa: naturaleza (bacteriana, virica, fungica o

parasitaria); sindrome clinico; fecha de diagndstico; y microorganismo causal.
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6.4. Definiciones empleadas

Bacteriemia: aislamiento de bacterias en al menos un set (botella aerobia, anaerobia o ambas) de
hemocultivos. El diagndstico de bacteriemia por microorganismos habitualmente integrantes de la
flora saprofita cutanea (e.g., estafilococos coagulasa-negativos, Bacillus spp. o difteroides) requirio el
aislamiento de dichas bacterias en al menos dos sets de hemocultivos junto con fiebre, escalofrios
y/o hipotensidn. Dentro de esta definicion se distinguieron a su vez: bacteriemia primaria (sin foco
infeccioso identificable), bacteriemia asociada a catéter intravascular [141)] y bacteriemia secundaria

a otro foco infeccioso (e.g., uroldgico, respiratorio, partes blandas o intraabdominal).

Diarrea asociada a C. difficile: presencia de diarrea (3 o mds deposiciones diarias de consistencia
liquida [tipo 7 de clasificacidn de Bristol]) con demostracion de cepa toxigénica de C. difficile en una
muestra de heces mediante deteccion de enterotoxina A/B por enzimoinmunoensayo (TechLab® C.
diff Quik Chek Complete™, Inverness Medical Innovations, Princeton, NJ, EEUU) o PCR (Xpert® C.

difficile PCR assay, Cepheid, Sunnyvale, CA, EEUU) [142].

Enfermedad por CMV: englobd dos formas clinicas: sindrome viral y enfermedad de drgano diana. El
diagndstico de sindrome viral requirié la demostracién de replicacion de CMV en sangre completa o
plasma mediante antigenemia pp65 o PCR en presencia de fiebre (>37,82C) y al menos uno de los
siguientes hallazgos: leucopenia (<3.500 céls/mcL si el recuento basal fue 24.000 céls/mcL o
disminucidn del 20% si el recuento basal fue <4.000 céls/mcL), linfocitosis atipica (>3% del recuento
linfocitario total), trombocitopenia (<100.000 céls/mcL si el recuento basal fue 2115.000 céls/mcL o
disminucidn del 20% si el recuento basal fue <100.000 céls/mcL), o elevacidn de AST o ALT (=2 veces
el valor superior de normalidad). El diagndstico probado de enfermedad de drgano diana (hepatitis,
gastritis, colitis o neumonitis) precisé de la presencia de manifestaciones clinicas o endoscdpicas
compatibles asociadas a la demostracion en una muestra de tejido de replicacién de CMV mediante
cultivo, inmunohistoquimica, histologia (efecto citopatico caracteristico) o técnicas moleculares. La
presencia de manifestaciones clinicas o endoscépicas compatibles asociadas a la replicacion de CMV
en sangre completa o plasma fue considerada, por su parte, como diagndstico posible [143].

Filtrado glomerular estimado (FGe): calculado mediante la ecuacién Modification of Diet in Renal

Disease con 4 variables (MDRD-4) [144].
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Funcidn retrasada del injerto: necesidad de al menos una sesidon de didlisis a lo largo de las 2
primeras semanas post-trasplante.

Grado de compatibilidad HLA: nimero de incompatibilidades entre el donante y el receptor en
antigenos HLA DR, B y A, determinadas mediante microlinfocitotoxicidad (One Lambda, Canogo Park,
CA, EEUU). Cada uno de los loci de un determinado gen HLA tiene dos alelos, por lo que podia haber
un total de 6 incompatibilidades entre donante y receptor.

Infeccion de tracto respiratorio bajo: presencia de tos con esputo purulento o cambios en las
caracteristicas del mismo, sin alteraciones en la radiografia de térax. No se consideré imprescindible
el aislamiento microbioldgico para el diagnéstico, aunque si que el clinico hubiera decidido iniciar
tratamiento antibidtico para ese proceso. En los casos en los que se sospeché una etiologia viral se
recogido un exudado nasofaringeo con torunda en un medio especifico para virus (ViralPack®,
Biomedics, Madrid, Espafia) con realizacién sobre la muestra de un ensayo de PCR multiple
comercial (Hexaplex®, Prodesse, Wisconsin, EEUU) capaz de detectar la presencia de los siguientes
virus: gripe tipo A y B, virus respiratorio sincitial tipo Ay B, y virus parainfluenza tipos 1, 2y 3.
Infeccion del lecho quirurgico: infeccién en los 30 primeros dias tras la intervencién (o hasta 12
meses en presencia de material protésico) con afectacién de piel y tejido celular subcutaneo
(infeccidn incisional superficial), fascia y planos musculares (infeccion incisional profunda), u érganos
o cavidades manipulados durante la intervencidn (infeccion de érgano/espacio), con aislamiento del
mismo microorganismo en al menos dos cultivos obtenidos de forma aséptica (preferiblemente
mediante aspiracion con jeringa o muestra obtenida en el curso de una exploracidn intraoperatoria).
Infeccion fungica invasiva: diagnéstico de caso probado o probable establecido con arreglo a los
criterios propuestos por el European Organization for Research and Treatment of Cancer/Mycoses
Study Group [145]. No se consideraron en el andlisis los casos de infeccidn flngica invasora posible.
Infeccion post-trasplante: aislamiento de un microorganismo relevante desde un punto de vista
clinico en una localizacién habitualmente estéril, o bien en cualquier localizaciéon siempre que se
acompanara de manifestaciones clinicas compatibles; también se consideré como tal si hubo
sospecha clinica sin aislamiento microbioldgico, aunque con respuesta al tratamiento antimicrobiano

empirico. Como se detalla en la seccidn 4.1.3, el episodio tuvo que cumplir ciertos requisitos para ser
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considerado como objetivo de evaluacion (outcome) del estudio. Los episodios en los que se asumio
una etiologia bacteriana (documentacion microbioldgica y/o respuesta clinica al tratamiento
antibidtico) fueron analizados de forma independiente.

* Inmunosupresion pre-trasplante: tratamiento con corticoesteroides (prednisona a dosis 25 mg/dia o
equivalente durante 2 o mas semanas) u otros farmacos inmunosupresores (e.g., ciclofosfamida o
rituximab) a lo largo de los 6 meses previos al trasplante.

* Neumonia: presencia de tos con esputo purulento o cambios en las caracteristicas del mismo, dolor
toracico pleuritico e infiltrado pulmonar, consolidacién o cavitacién en la radiografia de térax. No se
considerd imprescindible el aislamiento microbioldgico para el diagndstico, aunque si que el clinico
responsable hubiera hecho tal diagnédstico y decidido iniciar tratamiento antibiético.

e Pérdida del injerto: retorno definitivo a dialisis o retrasplante, con o sin explante del injerto previo.

* Pielonefritis aguda: presencia de bacteriuria significativa (>105 unidades formadoras de colonias
[UFC]/mL de la misma bacteria en dos muestras de orina espontanea consecutivas en mujeres o en
una Unica muestra en varones, o bien >10° UFC/mL en una muestra de orina obtenida mediante
sondaje o puncidn suprapubica tanto en mujeres como en varones), fiebre (>37,82C) y al menos uno
de los siguientes: dolor lumbar, dolor a nivel del injerto, escalofrios o sindrome miccional [146].

* Rechazo agudo del injerto: presencia de criterios histologicos propuestos en la clasificacién de Banff
2015 [147] para el rechazo agudo mediado por linfocitos T, o en la clasificacién de Banff 2013 [148]
para el rechazo agudo mediado por anticuerpos. En ausencia de confirmacién histolégica se acepté
como diagnéstico de probabilidad el desarrollo de deterioro agudo del FGe sin causa alternativa con
posterior normalizacién tras el aumento del tratamiento inmunosupresor (administracién de bolos
de corticoesteroides o 1 o varias dosis de ATG).

* Serologia positiva frente a CMV: demostracion de anticuerpos I1gG frente a CMV en suero mediante
un método de quimioluminiscencia (LIAISON®, DiaSorin, Saluggia, Italia).

* Serologia positiva frente a VHC: demostracién de anticuerpos IgG frente a VHC en suero mediante
inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas (ARCHITECT®, Abbot, Weisbaden, Alemania).

e Tiempo de isquemia fria: tiempo transcurrido (en horas) desde la implantacién del injerto hasta la

reperfusiéon del érgano.
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* Tuberculosis: presencia de manifestaciones clinicas y radioldgicas compatibles acompafiadas del
aislamiento de Mycobacterium tuberculosis complex en cultivo o su identificacion mediante PCR en

una muestra clinica representativa, o bien de demostracién histopatoldgica [135].

6.5. Aspectos éticos

Se les ofrecié a todos los potenciales participantes se les entregé una Hoja de Informacidn al Paciente y
Consentimiento Informado (Anexo 6), que debid ser firmado por el paciente o por su representante
legal antes de ser incluidos en el estudio. Toda la informacién fue tratada de forma estrictamente
confidencial con arreglo a la Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre de Proteccion de Datos de
Caracter Personal y a Ley de Investigacién Biomédica 14/2007. El protocolo original del estudio de
monitorizacién inmunolégica (investigador principal: Dr. Francisco Lopez Medrano) a partir del cual se
ha disefiado la presente investigacidn fue evaluado y posteriormente aprobado por el Comité Etico de

Investigacién Clinica del HU120 (cddigo interno: 09/176), con fecha de 3 de Julio de 2009 (Anexo 7).

6.6. Analisis estadistico

6.6.1. Estadistica descriptiva y consideraciones generales

Las variables cualitativas fueron expresaron como frecuencias absolutas (n) y porcentajes (%). Las
variables cuantitativas se describieron mediante sus medidas de tendencia central (media o mediana)
acompanadas de la correspondiente medida de dispersiéon (desviacion estandar [DE] o rango
intercuartilico [RIQ], respectivamente), segin presentaran o no una distribucion asimilable a la
normalidad. La normalidad de la distribucion de las variables cuantitativas fue evaluada mediante el test
de Kolmogorov-Smirnov. La igualdad de varianzas fue testada mediante la prueba de Levene.

Las variables categéricas fueron comparadas mediante el test de xz, excepto en los casos en los que la
frecuencia absoluta esperada fuera <5 en mds del 20% de las casillas, situacion en la que se aplico el test
exacto de Fisher. Las variables cuantitativas continuas fueron comparadas mediante la prueba de la t de
Student cuando presentaban una distribucién normal, o con la prueba no paramétrica de la U de Mann-
Whitney en caso de que su distribucién no se ajustara a la normalidad. Para la comparacién de medidas
repetidas o pareadas (e.g., un parametro inmunolégico medido en diversos puntos) se emplearon los
tests de McNemar y de Wilcoxon para variables cualitativas y cuantitativas, respectivamente. Las

asociaciones entre variables fueron expresadas mediante sus razones de ventajas (odds ratios [OR]) o
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cocientes de riesgos instantaneos (hazard ratios [HR]), segin procediera, con los correspondientes
intervalos de confianza (IC) del 95%.

Se fijé un valor de P <0,05 como nivel de significacion estadistica. Todos los tests de contraste de
hipotesis fueron bilaterales (dos colas). Se empled el paquete estadistico SPSS version 20.0 (IBM Corp.,
Armonk, NY, EEUU) para la realizacion de todos los analisis, en tanto que los graficos fueron generados

con Prism versién 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EEUU).

6.6.2. Disefio de los modelos predictivos

Como se ha detallado anteriormente, la cohorte global integrada por todos los pacientes incluidos en el

estudio fue segmentada de forma aleatoria en dos grupos independientes: cohorte de derivacion (66,6%

de los participantes) y de validacion (33,3% restante). A partir de la primera de ellas se construyeron una

serie de modelos predictivos para infeccion global y para infeccién bacteriana en cada uno de los tres

periodos post-trasplante analizados (precoz, intermedio y tardio):

* Modelo clinico: basado exclusivamente en variables de naturaleza clinica que estuvieran presentes al
principio de cada periodo en riesgo (e.g., en los modelos centrados en el periodo precoz sélo se

incluyeron variables pre-trasplante y relacionadas con el procedimiento quirurgico).

* Modelo inmunoldgico: basado exclusivamente en los pardmetros inmunolégicos incluidos en la
estrategia de monitorizacidon (subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y niveles séricos de
inmunoglobulinas y de factores de complemento). En cada conjunto de modelos se emplearon los
parametros disponibles al principio de cada periodo de riesgo (e.g., pardmetros en el mes 1 para los

modelos del periodo intermedio, o parametros en el mes 6 para los del periodo tardio).

* Modelo combinado (clinico e inmunoldgico): basado en variables tanto clinicas como inmunoldgicas,
con los criterios aplicados a cada una de ellas antes expuestos. A no ser que se indique lo contrario,
todos los célculos subsiguientes referidos a la capacidad de discriminacién, exactitud diagndstica,
valor incremental, reproducibilidad y calibracién fueron aplicados Unicamente a este conjunto de
modelos predictivos combinados.

6.6.3. Construccion de los modelos en la cohorte de derivacion

En primer lugar se construyeron los modelos predictivos clinicos. Para ello se llevd a cabo un anilisis

univariado comparando las caracteristicas de los pacientes con o sin infeccién a lo largo del periodo
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considerado. Las variables que presentaron un valor de P <0,1 en dicho andlisis fueron incluidas en un
modelo multivariante de riesgos proporcionales de Cox con proceso de seleccién de variables por pasos
hacia atrds (backward). A partir de los coeficientes £ de aquellas variables que mantuvieron la
significacion estadistica en el paso final se elaboraron los modelos clinicos correspondientes.

A continuacidn se analizo la correlacidn entre los parametros inmunolégicos y el desarrollo de infeccién
en cada periodo. Para ello se tomaron estas variables bien de forma cuantitativa (subpoblaciones
linfocitarias) o dicotomizadas con arreglo a limite inferior de la normalidad (HGG para los niveles séricos
de inmunoglobulinas e HCC para los factores de complemento), y se compararon entre los pacientes con
o sin infeccién. De este modo se preseleccionaron una serie de parametros potencialmente utiles a la
hora de construir el modelo inmunolégico aplicable a cada periodo y tipo de infeccidn. El siguiente paso
fue dicotomizar estas variables segun el punto de corte que combinara de forma éptima los maximos
valores se sensibilidad y de especificidad con arreglo al estadistico J de Youden (J = sensibilidad +
especificidad - 100) [149]. Una vez dicotomizadas, las variables inmunoldgicas fueron introducidas en un
modelo de regresion logistica con proceso de seleccién por pasos hacia atras (backward), empleando
como variable dependiente el desarrollo de infeccidn (categorizada en si/no). El modelo predictivo fue
obtenido ponderando cada variable mantenida en el paso final con un valor numérico proporcional a su
coeficiente . Para ello se redondeé el OR correspondiente al nimero entero mas proximo.

Por ultimo se repitieron todos los pasos detallados en el parrafo precedente, pero incorporando esta
vez al modelo de regresion logistica tanto las variables clinicas como las inmunolégicas a fin de obtener
el modelo predictivo combinado. Una vez mas la ponderacién de cada variable se basé en el redondeo
de su OR correspondiente. A diferencia del modelo inmunoldgico, en ciertas variables con valores de OR
muy pequeios (e.g., por incremento urinario en una variable continua) el redondeo consistid en un
numero no entero con una Unica cifra decimal.

A fin de minimizar el riesgo de hiperinflacidn, en la construccién de todos los modelos multivariantes
(tanto de regresion logistica como de riesgos proporcionales de Cox) se respetd la premisa de contar
con un minimo de 10 eventos por cada variable explicativa [150]. Se descarté igualmente la presencia de
multicolinealidad significativa entre las variables explicativas mediante el analisis del factor de inflacion
de la varianza (valores >3 fueron considerados sugerentes de un grado relevante de multicolinealidad)

[151]. La bondad de ajuste de los modelos de regresién logistica (es decir, la capacidad de dichos
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modelos de explicar la distribucion observada en la realidad del evento de interés) fue evaluada
mediante el test de Hosmer-Lemeshow. Un valor de P en dicho test superior a 0.05 implica un buen

ajuste del modelo [152].

6.6.4. Rendimiento de los modelos en la cohorte de derivacion

La capacidad de discriminacion (es decir, la probabilidad de clasificacién correcta para un par dado de
pacientes con y sin el resultado evaluado) de todos los modelos obtenidos (clinicos, inmunoldgicos y
combinados) fue analizada mediante el estadistico C o drea bajo la curva de caracteristicas operativas
del receptor (receiving operator characteristics [ROC]) [153]. Dichas areas fueron comparadas grafica y
numeéricamente entre los diversos tipos de modelo.

Se estimé la exactitud diagnéstica de los modelos combinados mediante el calculo de su sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN) y precisidon (parametro que evalla la
probabilidad global de que un paciente sea adecuadamente clasificado, y que se calcula con arreglo a la
formula: n. de verdaderos positivos + n. de verdaderos negativos / n. total de pacientes testados), con
sus correspondientes IC 95%. Para ello se estratificd la poblacién en riesgo segin punto de corte éptimo
determinado con el estadistico J de Youden, asi como por cuartiles (es decir, cuatro grupos con el 25%
de la muestra cada uno de ellos) o terciles (tres grupos con el 33,3% de la muestra) del modelo. La
eleccion de una u otra estrategia de segmentacién (cuartiles o terciles) dependié de la distribucion del
modelo (numero de distintos valores individuales que puede presentar un determinado paciente).

Como andlisis complementario, las curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada de infeccién a lo largo
de cada periodo considerado fueron comparadas mediante la prueba de los rangos logaritmicos tras
estratificar igualmente la cohorte por el punto de corte éptimo o por cuartiles o terciles del modelo.

La evaluacién del valor incremental del modelo combinado fue realizada mediante un modelo de riesgos
proporcionales de Cox. Asi se obtuvo el HR correspondiente a cada incremento del modelo en un cuartil
o en un tercil. Este calculo se realizé tanto de forma cruda (no ajustada) como ajustando por covariables
clinicamente relevantes en un modelo de Cox. Alguna de ellas (e.g., desarrollo de rechazo agudo del
injerto) fue tratada en el analisis como variable tiempo-dependiente.

Ademads se realizaron una serie de andlisis de sensibilidad restringidos a subgrupos especificos de

pacientes atendiendo a sus comorbilidades, tipo de donante, o pautas de inmunosupresién y profilaxis.
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6.6.5. Rendimiento de los modelos en la cohorte de validacion
Todos los andlisis indicados en el apartado precedente (capacidad de discriminacion, exactitud
diagndstica, evaluaciéon del valor incremental y andlisis de sensibilidad) fueron replicados en la cohorte

de validacion a fin de obtener una aproximacién a la reproducibilidad y solidez de los modelos.

6.6.6. Calibracion de los modelos

Finalmente se evalud la calibracion de los modelos (es decir, la coincidencia entre las probabilidades
predichas y las frecuencias observadas del evento de interés) mediante la comparacion de las areas bajo
la curva ROC en las cohortes de derivacion y de validacién. También se compararon las curvas Kaplan-
Meier de incidencia acumulada de infeccién a lo largo del periodo considerado y las tasas de incidencia

acumulada al final del mismo, tras estratificar por cuartiles o por terciles del modelo en ambas cohortes.
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7. RESULTADOS
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7.1. Descripcion de la cohorte global

Fueron incluidos 447 pacientes sometidos a TR en el HU120 entre Noviembre de 2008 y Marzo de 2013.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los receptores son detalladas en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas demogréficas y clinicas basales de los receptores en la cohorte global (n = 447).

Variable

Edad del receptor, afios [media + DE]

Género del receptor (masculino) [n (%)]

Habito tabaquico [n (%)]°
No fumador
Ex-fumador en el momento del trasplante
Fumador activo en el momento del trasplante

Principales comorbilidades pre-trasplante [n (%)]
Hipertensién arterial
Diabetes mellitus
EPOC
SAHS
Asma
Fibrilacién auricular
Enfermedad aterotrombdtica
Cardiopatia isquémica
Enfermedad arterial periférica
Accidente cerebrovascular
Hepatopatia crénica
Etiologia de la enfermedad renal de base [n (%)]
Glomerulonefritis
Nefropatia diabética
Enfermedad renal poliquistica
Nefroangioesclerosis hipertensiva
Nefropatia intersticial cronica
Nefropatia congénita
Nefropatia por reflujo
Hipoplasia renal
Hiperfiltraciéon
Pielonefritis crénica
Nefropatia lupica
No filiada
Otra”
Didlisis pre-trasplante [n (%)]
Tipo de didlisis pre-trasplante
Hemodialisis peridodica
Didlisis peritoneal continua ambulatoria
Tiempo en dialisis, dias [mediana (RIQ)]
Trasplante previo [n (%)]

Dos trasplantes previos

54,9 + 14,9
278 (62,2)

264 (62,0)
98 (23,0)
64 (15,0)

359 (80,3)
118 (26,4)
52 (11,6)
34 (7,6)
12 (2,7)
10 (2,2)
68 (15,2)
37(8,3)
35(7,8)
29 (6,5)
21 (4,7)

21,7)
18,1)
12,8)
12,5)
40 (8,9)
17 (3,4)
16 (3,6)
7(1,6)
7(1,6)
5(1,1)
4(0,9)
38 (8,5)
22 (4,9)
421 (94,4)

97 (
81 (
57 (
56 (

365 (81,7)
56 (12,5)
648,0 (317,8 - 1324,0)
92 (20,6)
21(4,7)
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Tipo de trasplante previo®

Renal 107 (94,7)
Hepatico 4 (3,5)
Cardiaco 2(1,8)
Inmunodepresion pre-trasplante [n (%)] 54 (12,1)
Estado seroldgico pre-trasplante [n (%)]
VVZ (IgG positivo) 422 (94,4)
CMV (lgG positivo) 441 (91,9)
VHB (IgG anti-HBc positivo) 23 (5,1)
VHB (HBsAg positivo) 1(0,2)
VHC (IgG positivo) 34 (7,6)

CMV: citomegalovirus; DE: desviacién estandar; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva
cronica; HBc: antigeno core del virus de la hepatitis B; HBsAg: antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B; 1gG: inmunoglobulina G; SAHS: sindrome de apneas-hipopneas
durante el suefio; VHB: virus de la hepatitis B; RIQ: rango intercuartilico; VHC: virus de la
hepatitis C; VVZ: virus varicela-zdster.

® Informacién acerca del habito tabaquico no disponible en 21 receptores (4,7%).

b Incluye las siguientes etiologias de enfermedad renal: toxicidad por farmacos anti-
calcineurinicos (n = 4), microangiopatia trombdtica (n = 3), afectacion por mieloma
multiple (n = 3), nefrocalcinosis (n = 3), nefronoptisis (n = 3), esclerosis tuberosa (n = 2),
nefropatia hiperuricémica familiar (n = 2) y amiloidosis (n = 2).

“Porcentajes calculados sobre un total de 11 trasplantes previos.

La edad media fue 54,9 *+ 14,9 afios, con cierto predominio de varones (62,2% [278/447]). Entre las
comorbilidades pre-trasplante destacaron la presencia de hipertension arterial (80,3% [359/447]),
diabetes mellitus (26,4% [118/447]), enfermedad aterotrombdtica en sus diversas formas clinicas
(15,2% [68/447]), EPOC (11,6% [52/447]) y sindrome de apneas-hipopneas durante el suefio (7,6%
[34/447]). Respecto a la etiologia de la enfermedad renal de base, la glomerulonefritis (21,7% [97/447])
y la nefropatia diabética (18,1% [81/447]) fueron predominantes, seguidas de la enfermedad renal
poliquistica (12,8% [57/447]) y la nefroangioesclerosis hipertensiva (12,5% [56/447]). La mayor parte de
los pacientes (94,4% [421/447]) estaban sometidos a alguna modalidad de técnica de reemplazo renal
en el momento del trasplante, con una mediana de 648,0 dias en didlisis (RIQ: 317,8 - 1324,0). La
hemodialisis periddica constituyd la modalidad mas frecuente (81,7% [365/447]).

Aproximadamente un quinto de los pacientes (20,6% [92/447]) habia recibido previamente un TOS,
generalmente renal (97,7% [107/113]), en tanto que la existencia de alguna forma de inmunosupresién
ya en el periodo pre-trasplante fue documentada en algo mas de la décima parte (12,1% [54/447]). La
inmensa mayoria de los receptores eran seropositivos de forma basal frente a VVZ (94,4% [422/447]) y

CMV (91,9% [441/447)).
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Las caracteristicas demograficas y clinicas de los donantes son mostradas en la Tabla 5. La edad media
fue similar a la de los receptores (53,3 + 16,6 afios). Respecto al tipo de donacién, en la mayor parte de
las ocasiones tuvo lugar tras el diagndstico de muerte encefalica (64,4% [288/447]), si bien la proporcién
de donantes tras muerte circulatoria (donacion en asistolia) fue relevante (32,4% [145/447]). Las causas
de muerte mas habituales fueron el accidente cerebrovascular (46,3% [201/434]), la parada cardiaca
(33,4% [145/434]) y el traumatismo craneoencefalico (12,9% [56/434]). La tasa de seropositividad frente

a CMV fue menor a la observado entre los receptores (77,3% [323/418]).

Tabla 5. Caracteristicas demogréficas y clinicas basales de los donantes en la cohorte global (n = 447).

Variable
Edad del donante, afios [media + DE] 53,3+16,6
Género del donante (masculino) [n (%)] 291 (65,1)
Tipo de donacidn [n (%)]
Donacidn tras muerte encefdlica 288 (64,4)
Donacidn tras muerte circulatoria (asistolia) 145 (32,4)
Donacidn de vivo 14 (3,1)
Causa de muerte del donante [n (%)]°
Accidente cerebrovascular 201 (46,3)
Traumatismo craneoencefalico 56 (12,9)
Encefalopatia post-andxica 32(7,3)
Parada cardiaca 145 (33,4)
Estado seroldgico frente a CMV del donante [n (%)]b
IgG positivo 323(77,3)
IgG negativo 66 (15,8)
Serologia no realizada 29 (6,9)

CMV: citomegalovirus; DE: desviacidn estdndar; IgG: inmunoglobulina G.
® Porcentajes calculados sobre un total de 43 donantes fallecidos.

® Informacién acerca del estado serolégico frente a CMV no disponible en 29
donantes (6,5%).

La Tabla 6 recoge variables del procedimiento del trasplante y diversos aspectos relacionados con la
compatibilidad entre donante y receptor. El tiempo de isquemia fria fue de 53,3 + 16,6 horas. En la
practica totalidad de los casos se trasplanté un Unico rifién (99,1% [443/447]). La mediana de
incompatibilidades HLA fue de 4 (RIQ: 4 - 5). Las complicaciones perioperatorias fueron poco frecuentes,
tal y como sugiere la escasa necesidad de transfusion de hemoderivados (3,6% [16/447]), de ingreso en
UCI a largo de las dos primeras semanas post-trasplante (1,3% [6/447]), o de ventilacion mecanica

invasiva en dicho periodo (0,7% [3/447]). En relacién con la discordancia serolégica frente a CMV, la
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mayor parte de los pacientes se agruparon en categorias de riesgo intermedio, ya fuera D'/R" (65,5%
[293/447]) o D'/R" (13,4% [60/447]), en tanto que las categorias de alto (D*/R) y bajo riesgo (D/R)

estuvieron escasamente representadas (6,7% [30/447] y 1,3% [6/447], respectivamente).

Tabla 6. Caracteristicas relacionadas con el procedimiento quirdrgico, incompatibilidades donante/

receptor y variables peri-operatorias en la cohorte global (n = 447).

Variable
Tiempo de isquemia fria, horas [media + DE] 53,3+16,6
Numero de incompatibilidades HLA [mediana (RIQ)] 4(4-5)
Discordancia seroldgica frente a CMV [n (%)]
Donante positivo / receptor positivo 293 (65,5)
Donante negativo / receptor positivo 60 (13,4)
Donante desconocido / receptor positivo 58 (13,0)
Donante positivo / receptor negativo 30(6,7)
Donante negativo / receptor negativo 6(1,3)
Tipo de trasplante renal [n (%)]
Rifidn Unico 443 (99,1)
Doble rifion 4(0,9)
Transfusién de hemoderivados [n (%)]
Concentrados de hematies 12 (2,7)
Plasma fresco congelado 4(0,9)
Unidades de plaquetas 3(0,7)
Necesidad de ingreso en UCl en el periodo post- 6(1,3)

operatorio inmediato [n (%)]°
Duracion del ingreso, dias [mediana (RIQ)] 3,5(2,25 - 23,8)

Necesidad de ventilacién mecdnica invasiva en el 3(0,7)
periodo post-operatorio inmediato [n (%)]°

CMV: citomegalovirus; DE: desviacidn estandar; HLA: human leukocyte
antigen (antigeno leucocitario humano); RIQ: rango intercuartilico; UCI:
unidad de cuidados intensivos.

®Durante las dos primeras semanas post-trasplante.

Respecto al tratamiento inmunosupresor (Tabla 7), la administracion de terapia de induccién en el
momento del trasplante fue comun, pues cerca de la mitad de la cohorte (48,5% [217/447]) recibié ATG
y mas de la tercera parte, basiliximab (34,5% [154/447]).

La pauta primaria de inmunosupresion consistio mayoritariamente en un régimen triple formado por
tacrolimus, mofetil micofenolato o acido micofendlico, y esteroides. El empleo de inhibidores de la
mMTOR dentro de este régimen primario fue testimonial (0,4% [2/447]). Con arreglo a los protocolos de

nuestra institucién durante el periodo del estudio, la administracion de profilaxis frente a P. jirovecii fue
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mayoritaria (95,3% [426/447]), y cerca de la mitad de los pacientes recibid igualmente profilaxis frente a

CMV (49,0% [219/447]). La profilaxis frente a hongos filamentosos fue excepcional (0,9% [4/447]).

Tabla 7. Regimenes primarios de inmunosupresion y pautas de profilaxis en la cohorte global (n = 447).

Variable

Tratamiento de induccidn [n (%)]

Globulina antitimocitica policlonal 217 (48,5)
Basiliximab 154 (34,5)
No tratamiento de induccién 75 (16,8)
Rituximab 6(1,3)
Alefacept 1(0,2)

Farmacos incluidos en el régimen primario de
inmunosupresién [n (%)]

Esteroides 438 (98,0)
Dosis diaria, mg [media + DE] 30,8 +8,1
Tacrélimus 441 (98,7)
Mofetil micofenolato / acido micofendlico 394 (88,1)
Azatioprina 47 (10,5)
Inhibidor de mTOR 2(0,4)
Profilaxis antimicrobiana [n (%)]
Profilaxis frente a Pneumocystis jirovecii 426 (95,3)
Profilaxis frente a CMV 219 (49,0)
Duracidn programada de la profilaxisb
3 meses 188 (85,8)
6 meses 31(14,2)
Profilaxis frente a hongos filamentosos 4(0,9)

CMV: citomegalovirus; DE: desviacidn estandar; mTOR: mammalian target of
rapamycin (diana de rapamicina en células de mamifero)

®Dosis diaria de prednisona o equivalente al alta.

Porcentajes calculados sobre un total de 21 pacientes que reciben profilaxis
frente a CMV.

En lo que respecta a las complicaciones no infecciosas aparecidas en el periodo inmediatamente
posterior al trasplante, cabe destacar la necesidad de algun tipo de reintervencién quirurgica a lo largo

del primer mes (11,6% [52/447]) y el retraso en la funcidn del injerto (60,6% [271/447]) (Tabla 8).

7.2. Evolucion post-trasplante

La mediana de seguimiento de la cohorte global fue de 1.537,0 dias (RIQ: 1.150,0 - 2.043,0) o de 4,2
afios, sumando un total de 669.736 dias-trasplante. Cerca de la cuarta parte de los pacientes (24,4%
[109/447]) presentd al menos un episodio de rechazo agudo del injerto (121 episodios individuales) al

cabo de una mediana de 41,0 dias (RIQ: 14,5 - 137,5) desde el trasplante (Tabla 8).
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Tabla 8. Complicaciones post-trasplante de naturaleza no infecciosa en la cohorte global (n = 447).

Variable
Reintervencion en la primera semana [n (%)] 21 (4,7)
Reintervencion en el primer mes [n (%)] 52 (11,6)
Retraso en la funcién del injerto [n (%)] 271 (60,6)
Rechazo agudo del injerto [n (%)] 109 (24,4)
Dos episodios de rechazo agudo 12 (2,7)
Rechazo crénico del injerto [n (%)] 13 (2,9)
Diabetes mellitus de novo post-trasplante [n (%)] 63 (14,1)
Estenosis de la arteria renal [n (%)] 76 (17,0)
Neoplasia de novo post-trasplante [n (%)] 50 (11,2)
Neoplasia de érgano sdlido 25 (5,6)
Céancer cutdneo no melanoma 16 (3,6)
Melanoma 2(0,4)
Sarcoma de Kaposi 3(0,7)
Sindrome linfoproliferativo post-trasplante 2(0,4)
Sindrome mielodisplasico 2(0,4)
Pérdida del injerto [n (%)] 49 (11,0)
Mortalidad de cualquier causa [n (%)] 56 (12,5)

Como se muestra en la Tabla 9, la mayor parte de estos episodios cumplieron criterios histolégicos de
rechazo agudo mediado por linfocitos T (52,5% [63/121]), con menor representacion de las formas
mediadas por anticuerpos (25,6% [31/121]) y del rechazo borderline (11,6% [14/121]). Los bolos de
corticoesteroides constituyeron el tratamiento mas cominmente empleado (48,7% [59/121]), seguido
de la combinacidn de bolos de corticoesteroides, plasmaféresis e IglV (12,4% [15/121]).

El diagnéstico de rechazo crénico fue establecido en un pequefio nimero de pacientes (2,9% [13/447])
tras una mediana de 722,0 dias (RIQ: 191,3 - 1.010,75).

Otras complicaciones de naturaleza no infecciosa que tuvieron lugar en el seguimiento a largo plazo
incluyeron el desarrollo de novo de diabetes mellitus (14,1% [63/447]), estenosis de la arteria renal
(17,0% [76/447]) y neoplasia de novo (11,2% [50/447]). Este ultimo evento tuvo lugar al cabo de una
mediana de 1.476,0 dias (RIQ: 952,0 - 1.991,0) y consistié mayoritariamente en una neoplasia de érgano
sélido (50,0% [25/50]) y en cancer cutdaneo no melanoma (32,0% [16/50]). La incidencia de sarcoma de
Kaposi (0,7% [3/447]) y de sindrome linfoproliferativo post-trasplante (0,4% [2/447]), dos neoplasias

asociadas a la infeccion por virus del grupo herpes, fue baja (Tabla 8).
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Tabla 9. Tipo histoldgico y tratamiento de los episodios de rechazo agudo el injerto (n = 121).

Variable

Rechazo mediado por linfocitos T [n (%)]° 63 (52,1)
Grado IA 25(20,7)
Grado IB 8 (6,6)
Grado lIA 25(20,7)
Grado IIB 5(4,1)

Sospecha de rechazo mediado por linfocitos T (cambios 14 (11,6)

borderline) [n (%)]

Rechazo mediado por anticuerpos [n (%)]b 31 (25,6)

No demostracidn histoldgica [n (%)] 13 (10,7)

Tratamiento del episodio de rechazo [n (%)]
Bolos de esteroides 59 (48,7)
Esteroides e IglV 11 (9,1)
Esteroides y rituximab 2(1,6)
Esteroides, plasmaféresis e IglV 15 (12,4)
Esteroides, plasmaféresis y rituximab 3(2,5)
Esteroides, plasmaféresis, IglV y rituximab 7 (5,8)
Esteroides, IglV y rituximab 1(0,8)
Esteroides y globulina antitimocitica policlonal 4(3,3)
Plasmaféresis e IglV 5(4,1)
Plasmaféresis, IglV y rituximab 3(2,5)
Plasmaféresis, IglV y globulina antitimocitica policlonal 1 (0,8)
Globulina antitimocitica policlonal 2(1,6)
IgIV 1(0,8)
No tratado 7 (5,8)

IgIV: Inmunoglobulina humana inespecifica intravenosa.

®SegUn criterios de la clasificacion de Banff 2015 [147].
Segun criterios de la clasificacion de Banff 2013 [148].

La tasa de mortalidad de cualquier causa fue del 12,5% (56/447). De este modo, la tasa de supervivencia
del receptor fue del 91,0%, 90,0% y 86,0% al afio, dos afios y cinco afos del trasplante, respectivamente
(Figura 3a). La mediana de tiempo transcurrido desde el trasplante hasta el fallecimiento del receptor
fue de 427,0 dias (RIQ: 123,8 - 1.096,3). Las causas de muerte mas habituales fueron la infeccion (42,9%
[24/56]) y la enfermedad cardiovascular (12,5% [7/56]). La pérdida del injerto censurada por la muerte
del receptor tuvo lugar en el 11,0% (49/447) de los pacientes. Este desenlace tuvo lugar al cabo de una
mediana de 412,0 dias desde el trasplante (RIQ: 93,0 - 1.213,5) y arroja una tasa de supervivencia del
injerto censurada por muerte del 93,0%, 92,0% y 88,0% al afio, dos afios y cinco afios del trasplante,

respectivamente (Figura 3b).
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Figura 3. Curvas Kaplan-Meier de supervivencia global del receptor (a) y de supervivencia del injerto

renal censurada por muerte (b), con seguimiento truncado a los 5 afios del trasplante renal.
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7.3. Complicaciones infecciosas

A lo largo del seguimiento global tuvieron lugar un total de 327 episodios de infeccién post-trasplante
en 280 pacientes. La incidencia acumulada fue del 62,6% (IC 95%: 58,2 - 67,1) y la densidad de incidencia
de 0,48 episodios por cada 1.000 dias-trasplante. La Figura 4 representa las curvas Kaplan-Meier de
incidencia acumulada a lo largo de los 2 primeros afios post-trasplante para los diversos tipos de
infeccién (bacteriana, virica y fungica). El intervalo mediano desde el trasplante hasta el primer episodio
de infeccion bacteriana, virica o fungica fue de 40,0 (RIQ: 18,0 - 180,0), 126,5 (RIQ: 49,5 - 183,0) y 84,0
dias (RIQ: 64,5 - 393,0), respectivamente. Las curvas de incidencia acumulada de infeccion global en
cada periodo post-trasplante (precoz [primer mes], intermedio [meses 1 a 6] y tardio [a partir del mes

6]) aparecen representadas en la Figura 5.
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Figura 4. Curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada de infeccion bacteriana, virica y fungica, con

seguimiento truncado a los 2 afios del trasplante renal.
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Figura 5. Curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada de infeccidn global en funcién del periodo post-

trasplante: precoz, intermedio y tardio (seguimiento truncado a los 2 afnos).
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La Tabla 10 detalla el sindrome clinico y microorganismo causante de los 327 episodios de infeccion
bacteriana. Los cuadros mas frecuentes fueron la pielonefritis aguda (30,6% [100/327]), la infeccién del
lecho quirurgico (16,8% [55/327]) y la neumonia (12,5% [41/327]). Tuvieron lugar 116 episodios de
bacteriemia de cualquier origen en 60 pacientes. Respecto a la caracterizacién microbioldgica, la mayor
parte de los casos fueron causados por bacilos Gram negativos, entre los que destacan Escherichia coli
(22,3% [73/327], Klebsiella pneumoniae (11,6% [38/327]) y Pseudomonas aeruginosa (10,7% [35/327]).
En cuando a su distribucién temporal, la infeccion del lecho quirurgico fue predominante en el periodo

post-trasplante precoz, con una incidencia acumulada del 6,2% (28/447), en tanto que la pielonefritis

1
730
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aguda fue la forma de infeccidon bacteriana mas frecuente en los periodos intermedio y tardio, con

incidencias acumuladas del 6,5% (29/443) y 7,2% (30/414), respectivamente (Tabla 11).

Tabla 10. Tipo y microorganismo causante de los episodios de infeccién bacteriana (n = 327).

Sindrome clinico [n (%)]

Pielonefritis aguda 100 (30,6)
Infeccion del lecho quirurgico 55 (16,8)
Neumonia 41 (12,5)
Diarrea asociada a Clostridium difficile 35(10,7)
Infeccion de piel y partes blandas 29 (8,9)
Infeccion intra-abdominal 22 (6,7)
Bacteriemia asociada a catéter intravascular 20 (6,1)
Bacteriemia primaria 10 (3,0)
Diarrea 3(0,9)
Orquiepididimitis 3(0,9)
Otra® 9(2,8)
Microorganismo causante [n (%)]
Cocos Gram positivos
Enterococcus faecalis 18 (5,6)
Enterococcus faecium 6(1,8)
Estafilococos coagulasa-negativos 21 (6,4)
Staphylococcus aureus 11 (3,4)
Estreptococos del grupo viridans 5(1,5)
Bacilos Gram negativos
Escherichia coli 73 (22,3)
Klebsiella pneumoniae 38 (11,6)
Enterobacter spp. 2(0,6)
Otra Enterobacteriaceae 7(2,1)
Proteus spp. 3(0,9)
Pseudomonas aeruginosa 35(10,7)
Otro bacilo Gram negativo no fermentador” 2(0,6)
Campylobacter spp. 2 (0,6)
Otros
Clostridium difficile 34 (10,4)
Nocardia spp. 2(0,6)
Mycobacterium tuberculosis complex 3(0,9)
Infeccidn polimicrobiana 13 (3,9)
Sin aislamiento microbioldgico 52 (15,9)

® Endocarditis infecciosa (n = 2), absceso perirrenal (n = 2), absceso perianal (n

2), infeccidn osteoarticular (n =2) sinusitis aguda (n = 1).

® Achromobacter xylosoxidans (n = 1) Acinetobacter baumannii (n = 1).
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Tabla 11. Incidencia de los principales tipos de infeccidn bacteriana segun el periodo post-trasplante.

Incidencia acumulada [n (%)]°

Sindrome clinico

Periodo Periodo Periodo

precoz intermedio tardio
Pielonefritis aguda 23 (5,1) 29 (6,5) 30(7,2)
Infeccion del lecho quirurgico 28 (6,2) 17 (3,8) 6(1,4)
Neumonia 4(0,9) 17 (3,8) 20 (4,8)
Diarrea asociada a Clostridium difficile 10 (2,2) 11 (2,5) 10 (2,4)
Infeccion de piel y partes blandas 7 (1,6) 12 (2,7) 5(1,2)
Infeccion intra-abdominal 3(0,7) 14 (3,2) 4(0,9)
Bacteriemia asociada a catéter intravascular 0(0,0) 8(1,8) 5(1,2)
Bacteriemia primaria 3(0,7) 2 (0,5) 3(0,7)
Otra 3(0,7) 2(0,5) 6(1,4)

®Incidencia acumulada calculada a partir del nimero de pacientes vivos y con injerto funcionante
al inicio del periodo de exposicidn (447 [precoz], 443 [intermedio] y 414 [tardio]).

Tabla 12. Tipo y microorganismo causante de los episodios de infeccion virica (n = 166).

Sindrome clinico [n (%)]

Sindrome viral 69 (41,6)
Infeccion de piel y partes blandas 44 (26,5)
Colitis invasiva 18 (10,8)
Infeccion orofaringea 9(5,4)
Neumonia 9(5,4)
Infeccion de tracto respiratorio sin consolidacion 5(3,0)
Nefropatia del injerto 2(1,2)
Gastroenteritis 2(1,2)
Queratitis 2(1,2)
otra® 4(2,4)

Microorganismo causante [n (%)]

Herpesvirus

cmv 94 (56,6)
VHS-1y VHS-2 22 (13,3)
vvzZ 34 (20,5)
Otros
Virus de la gripe 8(4,8)
VRS 3(1,8)
Rotavirus 2(1,2)
Poliomavirus BK 2(1,2)

CMV: citomegalovirus; VHS: virus herpes simple; VRS: virus respiratorio
sincitial; VVZ; virus de la varicela-zéster.

®Esofagitis (n 1), gastritis (n 1), hepatitis (n = 1), encefalitis (n = 1).
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La Figura 6 muestra las curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada de infeccion bacteriana global vy,
especificamente, pielonefritis aguda y bacteriemia en cada uno de estos periodos post-trasplante.
Figura 6. Curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada de infeccidn bacteriana global (a), pielonefritis

aguda (b) y bacteriemia (c) en funcién del periodo post-trasplante: precoz, intermedio y tardio

(seguimiento truncado a los 2 afios).
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Respecto a la infeccidon de naturaleza virica, la mayor parte de los episodios correspondieron desde un
punto de vista clinico a un sindrome viral (41,6% [69/166]), en tanto que los virus del grupo herpes

conformaron el grupo etiolégico mas relevante (90,4% [150/166] de todos los episodios de infeccidn
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virica) (Tabla 12). Hubo un total de 94 episodios de enfermedad por CMV en 84 pacientes (10 pacientes
desarrollaron dos episodios diferentes). En cuanto al tipo de afectacidon por CMV, 25 episodios (26,6%)
correspondieron a una enfermedad de érgano diana (colitis [18 episodios], neumonitis [3 episodios],
esofagitis, gastritis, hepatitis y nefritis [1 episodio en cada caso]) y los restantes 69 (73,4%) a un
sindrome viral. La mediana de tiempo transcurrido desde el trasplante hasta el diagnéstico del primer
episodio de enfermedad por CMV fue de 109,5 dias (RIQ: 51,5 - 174,5). De forma congruente con el
cronograma cldsico de infeccidon post-trasplante, la mayor parte de los episodios de enfermedad por
CMV tuvieron lugar en el periodo intermedio (meses 1 a 6), con una incidencia acumulada de 10,6%
(47/443) al final del mismo (Figura 7). En el periodo tardio, por su parte, predomind el zdster cutdneo
con una incidencia acumulada del 7,7% (32/414) (Tabla 13).

Figura 7. Curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada de enfermedad por CMV en funcién del periodo
post-trasplante: precoz, intermedio y tardio (seguimiento truncado a los 2 afios). CMV: citomegalovirus.
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Tabla 13. Incidencia acumulada de los principales tipos de infeccidn virica segun el periodo post-

trasplante.

Incidencia acumulada [n (%)]°

Sindrome clinico

Periodo Periodo Periodo

precoz intermedio tardio
Sindrome viral por CMV 2(0,4) 47 (10,6) 13 (3,1)
Enfermedad de drgano diana por CMV 0(0,0) 18 (4,1) 6(1,4)
Zoster cutaneo 1(0,2) 11 (2,5) 32(7,7)
Herpes orofaringeo 3(0,7) 4(0,9) 3(0,7)
Infeccion de tracto respiratorio 2(0,4) 2 (0,5) 5(1,2)

®Incidencia acumulada calculada a partir del nimero de pacientes vivos y con injerto funcionante
al inicio del periodo de exposicidn (447 [precoz], 443 [intermedio] y 414 [tardio]).
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Finalmente, la distribucién de los 21 episodios de infeccion fungica invasiva y parasitaria es presentada
en la Tabla 14. La mayor parte de los episodios de infeccidn fungica estuvieron causados por Candida

spp. (50,0% [7/14]), seguida de Aspergillus spp. (35,7% [5/14]).

Tabla 14. Tipo y microorganismo causante de los episodios de infeccidn fungica y parasitaria (n = 21).

Sindrome clinico [n (%)]

Sistema reticulo-endotelial y/o infeccidn diseminada 7 (33,3)
Neumonia 6 (28,6)
Pielonefritis aguda 3(14,3)
Esofagitis 2(9,5)
Mucormicosis rinocerebral 1(4,7)
Candidemia asociada a catéter intravascular 1(4,7)
Infeccion intraabdominal 1(4,7)

Microorganismo causante [n (%)]

Hongos
Candida albicans 5(23,8)
Candida no albicans 2(9,5)
Aspergillus spp. 5(23,8)
Mucoral 1(4,7)
Pneumocystis jirovecii 1(4,7)
Parasitos
Leishmania donovani complex 7 (33,3)

La mayor parte de los episodios de candidiasis invasora y de aspergilosis invasora tuvieron lugar en el
periodo post-trasplante intermedio. Las incidencias acumuladas de ambos eventos fueron muy bajas en

cualquier caso (1,1% [5/443] y 0,9% [4/443], respectivamente) (Tabla 15).

Tabla 15. Incidencia acumulada de los distintos tipos de infeccidn flngica y parasitaria segun el periodo

post-trasplante.

Incidencia acumulada [n (%)]°

Sindrome clinico

Periodo Periodo Periodo

precoz intermedio tardio
Candidiasis invasora 1(0,4) 5(1,1) 1(0,2)
Aspergilosis pulmonar invasora 0(0,0) 4(0,9) 1(0,2)
Mucormicosis 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0)
Neumonia por Pneumocystis jirovecii 0(0,0) 0(0,0) 1(0,2)
Leishmaniasis visceral 0(0,0) 2 (0,5) 5(1,2)

®Incidencia acumulada calculada a partir del nimero de pacientes vivos y con injerto funcionante
al inicio del periodo de exposicion (447 [precoz], 443 [intermedio] y 414 [tardio]).
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La mediana de tiempo desde el trasplante hasta el diagndstico de los 5 episodios de aspergilosis
pulmonar invasora fue de 84,0 dias (RIQ: 67,5 - 397,5). En relacidn con la infeccidén parasitaria, tuvieron
lugar 7 episodios de leishmaniasis visceral cuyo diagnéstico tuvo lugar al cabo de una mediana de 488,0

dias desde el momento del trasplante (RIQ: 109,8 - 879,8).

7.4. Cinética de los parametros inmunolégicos

7.4.1. Niveles séricos de inmunoglobulinas

La evolucion de los niveles séricos de las distintas clases, tanto en el momento basal (pre-trasplante)
como a lo largo del periodo post-trasplante, aparece representada en la Figura 8. En el caso de la IgG se
demostré un descenso significativo entre el momento basal y el mes 1 (1.164,6 + 380,2 versus 750,3
275,3 mg/dL; P <0,0001), para posteriormente aumentar en el mes 6 aunque sin llegar a alcanzar la
situacion previa al trasplante (868,0 + 306,6 mg/dL; P <0,0001 comparado con momento basal y mes 1)
(Figura 8a). También se observd un descenso significativo en los niveles séricos de IgA entre el momento
basal y el mes 1 post-trasplante (273,9 + 158,1 versus 181,3 + 100,1 mg/dL; P <0,0001), sin que en este
caso el aumento subsiguiente en el mes 6 (189,5 + 119,9 mg/dL) alcanzara la significacion estadistica
(Figura 8b). Finalmente, la cinética de los niveles séricos de IgM fue paralela a la de IgG, con un
descenso marcado a lo largo del primer mes (103,3 + 61,9 versus 80,5 + 56,9 mg/dL; P <0,0001) y una
recuperacion parcial en el mes 6 (94,9 + 75,0 mg/dL; P <0,0001 comparado con el momento basal; P =
0,024 comparado con mes 1) (Figura 8c).

Reflejo de la cinética expuesta, la prevalencia de HGG de cualquier clase experimentd un aumento
significativo entre el momento basal y el mes 1 post-trasplante (IgG: 6,1% versus 49,6% [P <0,0001]; IgA:
2,0% versus 6,1% [P <0,0001]; IgM: 7,3% versus 20,1% [P <0,0001]). Por otra parte, la prevalencia en el
mes 6 disminuyd en el caso de la HGG IgG (30,4%; P <0,0001 comparado con mes 1) y de la HGG IgM

(11,9%; P = 0,001 comparado con mes 1), pero no para la HGG IgA (Figura 9).

7.4.2. Niveles séricos de factores del sistema del complemento

La cinética de los niveles séricos de los componentes de la cascada del complemento analizados es
mostrada en la Figura 10. En el caso de C3, y a diferencia de la evolucién descrita en los niveles de Ig, se
observd un incremento progresivo y estadisticamente significativo (o proximo a la significacién) entre el

momento basal (101,1 + 23,7 mg/dL), el mes 1 (104,1 + 24,9 mg/dL; P 0,059)y el mes (108,5 24,1 mg/dL;
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Figura 8. Graficos de caja y bigotes tipo Tukey indicando la cinética en el momento basal y en distintos

puntos post-trasplante de los niveles séricos de 1gG (a), IgA (b) e IgM (c). Ig: inmunoglobulina.

P <0,0001
a) 5000 - !
P <0,0001
I . 1
~ 4000
2
1]
£ P <0,0001
% 3000 . '
[ ]
2 . -
;4 hd n °
Q PY 9 (L] L4
& 2000 « Seee® .
" o0
3 u ®
K] | -
2 L
2 1000
_l'.._
0 T ? T
Basal Mes 1 Mes 6
T
P <0,0001
1250 A T ]
= o*
O [ ]
S~
[sT]
£ 1000 - .
<
o0
_OUJ [ ]
2 750 0::: - o
3 L5 . v
" .I °
4 500 EmgEn °>
T oat
=
z
250 A
0 1 1 1
Basal Mes 1 Mes 6
c) P=0,024
800 A !
P <0,0001
I
=
T 600 A
léo P <0,0001
= 1
S
oo
) [
3 400 ~ " o:.
3 % = .
g ae : .
4 00 00 L o
T g0 M o b
=z
0 T T T
Basal Mes 1 Mes 6

77



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

Figura 9. Prevalencia de hipogammaglobulinemia seguin la clase de inmunoglobulina afectada en el
momento basal y en distintos puntos post-trasplante. HGG: hipogammaglobulinemia.
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P <0,0001 comparado con situacion basal; P = 0,023 comparado con mes 1) (Figura 10a). La cinética de
C4 fue distinta, pues se observd un descenso desde la situacion basal (26,6 *+ 8,2 mg/dL) hasta el mes 1
(23,4 + 7,1 mg/dL; P <0,0001) o el mes 6 (23,9 + 7,1 mg/dL; P <0,0001) (Figura 10b).

La traduccidn clinica de esta evolucion fue un descenso progresivo en la prevalencia de HCC C3 a lo largo
del tiempo, desde el momento basal (23,6%) hasta el mes 1 (19,1%) y 6 post-trasplante (11,9%; P =
0,049 comparado con mes 1). Por otra parte, la prevalencia de HCC C4 aumentdé durante el primer mes

(2,7% versus 8,2%; P = 0,001) para posteriormente estabilizarse en el mes 6 (5,8%) (Figura 11).

7.4.3. Recuentos de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica

La cinética de los recuentos de linfocitos totales y de la mayor parte de las subpoblaciones linfocitarias
en sangre periférica (linfocitos T CD3", CD4" y CD8" y linfocitos NK) siguié un patrén similar: un descenso
mas o menos marcado pero estadisticamente significativo entre el momento basal y el mes 1 post-
trasplante con una posterior recuperacion en el mes 6, sin llegar a alcanzar por lo general las cifras
presentes basalmente (Figura 12). La excepcion vino dada por el recuento de linfocitos B, que aumenté
entre el momento basal y el mes 1 (Figura 12e).

Como cabria esperar atendiendo a su mecanismo de accidn, la administracion de ATG como tratamiento
de induccién conllevé un impacto marcado y duradero en la cinética de los linfocitos totales y de ciertas

subpoblaciones linfocitarias.
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Figura 10. Graficos de caja y bigotes tipo Tukey indicando la cinética en el momento basal y en distintos

puntos post-trasplante de los niveles séricos de los factores de complemento C3 (a) y C4 (b).
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Figura 11. Prevalencia de hipocomplementemia a expensas de diferentes componentes en la evaluacion

basal y en distintos puntos post-trasplante. HCC: hipocomplementemia.
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Figura 12. Graficos de caja y bigotes tipo Tukey indicando la cinética en el momento basal y en distintos
puntos post-trasplante de los recuentos de linfocitos totales (a), linfocitos T CD3" (b), linfocitos T CD4

(c), linfocitos T CD8" (d), linfocitos B (e) y linfocitos NK (f). NK: natural killer (asesino natural).
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De este modo, ya en el mes 1 post-trasplante se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los pacientes tratados con ATG y los que recibieron basiliximab o no fueron sometidos a
tratamiento de induccién (grupo sin ATG) en los recuentos de linfocitos totales y de linfocitos T CD3",

CD4" y CD8" (P <0,0001 en todos los casos). Cabe sefialar que estas diferencias, si bien atenuadas en su
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magnitud, aun persistian en el mes 6. De hecho, en el grupo sin ATG la cinética linfocitaria siguid un
curso netamente diferenciado al observado en la cohorte global toda vez que, lejos de disminuir, los
recuentos de linfocitos totales, CD3" y CD4" aumentaron de forma progresiva a lo largo de los 6
primeros meses (Figura 13).

Figura 13. Cinética de las distintas subpoblaciones linfocitarias en funcién del tipo de tratamiento de
induccién: linfocitos totales (a), linfocitos T CD3" (b), linfocitos T CD4" (c), linfocitos T CD8" (d). Los

puntos representan el valor medio y los bigotes la desviacidon estandar. ATG: globulina antitimocitica

policlonal (de antithymocyte globulin). *P <0,05; **P <0,0001.
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7.5. Cohortes de derivacion y de validacion
La cohorte global (n = 447) fue segmentada en una primera cohorte de derivacion, constituida por
aproximadamente el 66,6% de los pacientes incluidos (n = 292), y una segunda cohorte de validacion,

que estuvo constituida por el 33,3% restante (n = 155). No encontramos diferencias estadisticamente
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Tabla 16. Comparacion de las caracteristicas demograficas y clinicas relevantes entre las cohortes de

derivacion y de validacion.

Cohorte de derivacion

Cohorte de validacion

Variable (n=292) (n=155)
Edad del receptor, aifos [media + DE] 55,4 +14,9 54,2 £ 15,1 0,452
Género del receptor (masculino) [n (%)] 176 (60,3) 102 (65,8) 0,251
Principales comorbilidades pre-trasplante [n (%)]
Hipertensién arterial 236 (81,7) 123 (80,9) 0,849
Diabetes mellitus 80 (27,4) 38 (24,5) 0,511
EPOC 30(10,3) 22 (14,2) 0,219
SAHS 23(8,2) 11 (7,5) 0,783
Asma 8(2,9) 4(2,7) 0,931
Fibrilacién auricular 6(2,1) 4(2,6) 0,478
Enfermedad aterotrombatica 41 (14,0) 27 (17,4) 0,344
Cardiopatia isquémica 24 (8,2) 13 (8,4) 0,951
Enfermedad arterial periférica 20 (6,8) 15 (9,7) 0,289
Accidente cerebrovascular 20 (6,9) 9(5,9) 0,675
Hepatopatia cronica 13 (4,5) 8(5,2) 0,736
Etiologia de la enfermedad renal de base [n (%)]
Glomerulonefritis 61 (20,9) 36 (23,2) 0,569
Nefropatia diabética 56 (19,2) 25 (16,1) 0,426
Enfermedad renal poliquistica 43 (14,7) 14 (9,0) 0,086
Nefroangioesclerosis hipertensiva 35(12,0) 21 (13,5) 0,635
Didlisis pre-trasplante [n (%)] 238 (81,5) 127 (81,9) 0,989
Tiempo en didlisis, dias [mediana (RIQ)] 644,0 (319,0-1236,3) 651,5(315,3 - 1506,5) 0,787
Trasplante previo [n (%)] 60 (20,5) 32 (20,6) 0,981
Inmunodepresion pre-trasplante [n (%)] 31(10,6) 23 (14,8) 0,192
Estado seroldgico VHC (IgG) positivo [n (%)] 25 (8,6) 9 (5,8) 0,296
Discordancia seroldgica frente a CMV [n (%)] 0,723
Receptor positivo 269 (92,1) 142 (91,6)
Donante positivo / receptor negativo 20 (6,8) 10 (6,5)
Donante negativo / receptor negativo 3(1,0) 3(1,9)
Edad del donante, afios [media + DE] 53,6 16,9 52,9 +16,2 0,681
Género del donante (masculino) [n (%)] 193 (66,1) 98 (63,2) 0,545
Donante en asistolia [n (%)] 98 (33,6) 47 (30,3) 0,486
Tiempo de isquemia fria, horas [media + DE] 16,7 £ 6,4 16,9 + 6,8 0,641
Numero de incompatibilidades HLA [mediana (RIQ)] 4(3-5) 4(4-5) 0,245
Induccién con globulina antitimocitica policlonal [n (%)] 141 (48,3) 76 (49,0) 0,881
Profilaxis frente a CMV [n (%)] 140 (48,1) 79 (52,0) 0,440
Necesidad de ingreso en UCl en el periodo post- 3(1,0) 3(1,9) 0,347
operatorio inmediato [n (%)]°
Reintervencion en la primera semana [n (%)] 10 (3,4) 11 (7,1) 0,081
Reintervencién en el primer mes [n (%)] 30(10,3) 22 (14,2) 0,219
Retraso en la funcién del injerto [n (%)] 172 (58,9) 99 (63,9) 0,306
Rechazo agudo del injerto [n (%)] 63 (21,6) 46 (29,7) 0,060
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Neoplasia de novo post-trasplante [n (%)] 35(12,0) 15 (9,7) 0,461
Pérdida del injerto [n (%)] 29 (9,9) 20 (12,9) 0,338
Mortalidad de cualquier causa [n (%)] 36 (12,3) 20 (12,9) 0,861

CMV: citomegalovirus; DE: desviacion estandar; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HLA: human leukocyte
antigen (antigeno leucocitario humano); SAHS: sindrome de apneas-hipopneas durante el suefio; VHB: virus de la hepatitis B;
RIQ: rango intercuartilico; UCI: unidad de cuidados intensivos; VHC: virus de la hepatitis C.

®Durante las dos primeras semanas post-trasplante.

significativas entre ambas en sus caracteristicas demograficas y clinicas (incluyendo comorbilidades,
etiologia de la enfermedad renal de base, naturaleza del donante o tipo de inmunosupresidn), ni en la
incidencia acumulada de complicaciones no infecciosas (rechazo agudo del injerto, neoplasia de novo,
pérdida del injerto o mortalidad) al final del periodo de seguimiento (Tabla 16). Tampoco hubo
diferencias significativas en las curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada de infeccién entre la
cohorte de derivacién y la de validacion a lo largo de los diversos periodos post-trasplante: precoz
(17,1% versus 20,9%, respectivamente; P = 0,282); intermedio (31,9% versus 36,6%; P = 0,241); y tardio
(19,0% versus 26,0%; P = 0,605) (Figura 14).

Figura 14. Comparacién de las curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada de infeccién global en las

cohortes de derivacion y de validacién en funcion del periodo post-trasplante: precoz, intermedio y

tardio (seguimiento truncado a los 2 aios).
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7.6. Construccion de los modelos clinicos de prediccidn

En primer lugar (como detalla en la seccidon 4.6.2) fueron construidos varios modelos de prediccion
exclusivamente clinicos (es decir, sin incorporar ninguna variable inmunoldgica), para infeccion global y
para infecciéon bacteriana, y para cada uno de los tres periodos post-trasplante en los que ha sido

estratificado el seguimiento (precoz [primer mes], intermedio [meses 1 a 6] y tardio [a partir del mes 6]).
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Tabla 17. Andlisis univariante y multivariante de factores de riesgo de naturaleza no inmunoldgica para el desarrollo de infeccién global en el periodo post-trasplante precoz

(primer mes) en la cohorte de derivacién (n = 292).

Infeccidn No infeccién Modelo univariante Modelo multivariante
Variable precoz precoz P
(n =50) (n=242) HR IC 95% [ HR IC 95% [
Edad del receptor, afos [media + DE] 58,5+ 14,8 54,7 £ 14,8 0,099
Género del receptor (masculino) [n (%)] 32 (64,0) 144 (59,5) 0,554
Principales comorbilidades pre-trasplante [n (%)]
Diabetes mellitus 20 (40,0) 60 (24,8) 0,028 1,84° 1,04 - 3,23 0,035
EPOC 13 (26,0) 17 (7,0) 0,000 3,48 1,85-6,55 0,000 3,64 1,87-7,07 0,000
Enfermedad aterotrombética® 13 (26,0) 28 (11,6) 0,008 2,32 1,23 -4,37 0,009 - - -
Hepatopatia cronica 0(0,0) 13 (5,4) 0,135
Numero de comorbilidades pre-trasplante [mediana (RIQ)] 2(1-3) 1(1-2) 0,004 1,36 1,10-1,67 0,004 - - -
Etiologia de la enfermedad renal de base [n (%)]
Glomerulonefritis 9 (18,0) 52 (21,5) 0,581
Nefropatia diabética 15 (30,0) 41 (16,9) 0,033 1,95 1,06 - 3,57 0,031 2,11 1,12-3,97 0,020
Enfermedad renal poliquistica 7 (14,0) 36 (14,9) 0,874
Nefroangioesclerosis hipertensiva 7 (14,0) 28 (11,6) 0,630
Didlisis pre-trasplante [n (%)] 48 (96,0) 228 (94,2) 1,000
Tiempo en dialisis, dias [mediana (RIQ)] 610,5 (298,8 - 654 (324,8 - 0,821
1197,5) 1241)
Trasplante previo [n (%)] 10 (20,0) 50 (20,7) 0,916
Inmunodepresion pre-trasplante [n (%)] 6 (12,0) 25 (10,3) 0,727
Estado seroldgico VHC (IgG) positivo [n (%)] 4 (8,0) 21 (8,7) 1,000



Discordancia seroldgica frente a CMV (D+/R-) [n (%)] 0(0,0) 20 (8,3) 0,031 0,04 0,00 - 4,64 0,189

Edad del donante, afios [media + DE] 58,6 £ 18,0 52,5+16,5 0,021 1,02 1,00 - 1,04 0,025 - - -
Donante en asistolia [n (%)] 12 (24,0) 86 (35,5) 0,116
Tiempo de isquemia fria, horas [media + DE] 17,3+7,0 16,5 £ 6,2 0,426
Numero de incompatibilidades HLA [mediana (RIQ)] 4(3-5) 4(3-5) 0,786
Induccién con globulina antitimocitica policlonal [n (%)] 22 (44,0) 119 (49,2) 0,505
Profilaxis frente a CMV [n (%)] 18 (36,7) 122 (50,4) 0,081 0,61 0,34 - 1,09 0,097 - - -
Reintervencion en la primera semana [n (%)] 2 (4,0) 8(3,3) 0,682
Retraso en la funcién del injerto [n (%)] 31 (62,0) 141 (58,3) 0,625

S8

CMV: citomegalovirus; D+/R-: donante seropositivo/receptor seronegativo; DE: desviacién estandar; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HLA: human leukocyte antigen (antigeno
leucocitario humano); HR: hazard ratio (cociente de riesgos instantaneos); IC: intervalo de confianza; RIQ: rango intercuartilico; UCI: unidad de cuidados intensivos; VHC: virus de la hepatitis C.

®Incluye cardiopatia isquémica, enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular.

Esta variable no fue incluida en el modelo multivariante debido a la presencia de multicolinealidad significativa de acuerdo con el factor de inflacion de varianza (FIV = 3,284).
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Tabla 18. Analisis univariante y multivariante (regresion logistica de Cox) de factores de riesgo naturaleza no inmunoldgica para el desarrollo de infecciéon global en el

periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte de derivacion (n = 292).

Infeccién No infeccion Modelo univariante Modelo multivariante
Variable intermedia intermedia P
(n=93) (n=199) HR IC95% P HR IC95% P
Edad del receptor, afos [media + DE] 60,3 + 14,6 53,0+x14,4 0,000 1,03 1,02-1,05 0,000 1,03 1,01-1,05 0,001
Género del receptor (masculino) [n (%)] 58 (62,4) 118 (59,3) 0,618
Principales comorbilidades pre-trasplante [n (%)]
Diabetes mellitus 28 (30,1) 52 (26,1) 0,478
EPOC 12 (12,9) 18 (9,0) 0,312
Enfermedad aterotrombética® 12 (12,9) 29 (14,6) 0,702
Hepatopatia cronica 4 (4,3) 9 (4,5) 1,000
Numero de comorbilidades pre-trasplante [mediana (RIQ)] 1(1-2) 1(1-2) 0,332
Etiologia de la enfermedad renal de base [n (%)]
Glomerulonefritis 14 (15,1) 47 (23,6) 0,094 0,63 0,36-1,11 0,110
Nefropatia diabética 20(21,5) 36 (18,1) 0,490
Enfermedad renal poliquistica 19 (20,4) 24 (12,1) 0,060 1,59 0,96 - 2,64 0,069 - - -
Nefroangioesclerosis hipertensiva 9(9,7) 26 (13,1) 0,406
Didlisis pre-trasplante [n (%)] 88 (94,6) 188 (94,5) 0,958
Tiempo en dialisis, dias [mediana (RIQ)] 638,5 (287,8 - 651 (324,8 - 0,923
1214,5)) 1241)
Trasplante previo [n (%)] 19 (20,4) 41 (20,6) 0,973
Inmunodepresion pre-trasplante [n (%)] 11 (11,8) 20 (10,1) 0,646
Estado seroldgico VHC (IgG) positivo [n (%)] 9(9,7) 16 (8,0) 0,641
Discordancia seroldgica frente a CMV (D+/R-) [n (%)] 9(9,7) 11 (5,5) 0,191



Edad del donante, afios [media + DE] 58,1 +16,7 51,4+ 16,6 0,002 1,02 1,01-1,04 0,000 - - -

Donante en asistolia [n (%)] 23 (24,7) 75 (37,7) 0,029 0,59 0,37-0,94 0,026 - - -
Tiempo de isquemia fria, horas [media + DE] 18,3 +5,8 15,9 £ 6,5 0,002 1,05 1,02 - 1,09 0,003 - - -
Numero de incompatibilidades HLA [mediana (RIQ)] 5(4-5) 4(3-5) 0,091 1,16 0,98 -1.37 0,095 - - -
Induccién con globulina antitimocitica policlonal [n (%)] 38 (40,9) 103 (51,8) 0,083 0,64d 0,43-0.97 0,036

Profilaxis frente a CMV [n (%)] 35 (38,0) 105 (52,8) 0,019 0,55 0,36-0,84 0,006

Reintervencidn en el primer mes [n (%)] 15 (16,1) 15(7,5) 0,024 2,36 1,36-4,11 0,002 2,31 1,27 -4,20 0,006
Retraso en la funcidn del injerto [n (%)] 57 (61,3) 115 (57,8) 0,571

FGe en el mes 1, mL/min [media £ DE] 35,8 £15,2 45,6 +21,9 0,000 0,98 0,97-0,99 0,000 0,98 0,97-0,99 0,007
Niveles de tacrélimus en el mes 1, ng/mL [media DE]b 10,1 +11,9 10,3+7,6 0,907

Niveles de MMF/AMF en el mes 1, ng/mL [media + DE]* 3,3+x2,1 29+1,8 0,569

Albdmina sérica en el mes 1, g/dL [media *+ DE] 3,8+0,6 4,0+0,5 0,000 0,43 0,29-0,63 0,000 - - -
Rechazo agudo del injerto en el primer mes [n (%)] 15 (16,1) 17 (8,5) 0,053 1,70 0,98 - 2,96 0,059 - - -
Infeccion de cualquier tipo en el primer mes [n (%)] 25 (26,9) 25 (12,6) 0,002 2,26 1,43 -3,58 0,001 - - -
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CMV: citomegalovirus; D+/R-: donante seropositivo/receptor seronegativo; DE: desviacién estandar; FGe: filtrado glomerular estimado; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HLA:
human leukocyte antigen (antigeno leucocitario humano); HR: hazard ratio (cociente de riesgos instantaneos); IC: intervalo de confianza; MMF/AMF: mofetil micofenolato/acido micofendlico; RIQ:
rango intercuartilico; UCI: unidad de cuidados intensivos; VHC: virus de la hepatitis C.

®Incluye cardiopatia isquémica, enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular.
b . . 3T . . . . i .
Informacidn acerca de los niveles valle de tacrélimus no disponible en 38 pacientes (13,1% de los pacientes que recibieron este farmaco).
“ Informacién acerca de los niveles valle de mofetil micofenolato/acido no disponible en 196 pacientes (75,7% de los pacientes que recibieron este farmaco).

Esta variable no fue incluida en el modelo multivariante debido la presencia de multicolinealidad significativa de acuerdo con el factor de inflacion de varianza (FIV  3,677).
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Tabla 19. Analisis univariante y multivariante (regresién logistica de Cox) de factores de riesgo de naturaleza no inmunoldgica para el desarrollo de infeccién global en el

periodo post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en la cohorte de derivacién (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Infeccion tardia

No infeccién

Modelo univariante

Modelo multivariante

Variable (n=77) tardia P
(n=199) HR IC95% P HR IC95% P
Edad del receptor, afos [media + DE] 54,9 = 15,3 54,7 £ 14,7 0,918
Género del receptor (masculino) [n (%)] 41 (53,2) 126 (63,3) 0,125
Principales comorbilidades pre-trasplante [n (%)]
Diabetes mellitus 21 (27,3) 52 (26,1) 0,847
EPOC 9(11,7) 18 (9,0) 0,507
Enfermedad aterotrombética® 16 (20,8) 22 (11,1) 0,035 2,19 1,26 - 3,81 0,005 2,17 1,24-3,78 0,006
Hepatopatia cronica 4 (5,2) 9 (4,5) 0,760
Numero de comorbilidades pre-trasplante [mediana (RIQ)] 2(1-2) 1(1-2) 0,256
Etiologia de la enfermedad renal de base [n (%)]
Glomerulonefritis 13 (16,9) 46 (23,1) 0,257
Nefropatia diabética 15 (19,5) 34 (17,1) 0,640
Enfermedad renal poliquistica 13 (16,9) 30(15,1) 0,710
Nefroangioesclerosis hipertensiva 10 (13,0) 23 (11,6) 0,743
Dialisis pre-trasplante [n (%)] 76 (98,7) 184 (92,5) 0,048 6,21 0,86 - 44,67 0,070 - - -
Tiempo en dialisis, dias [mediana (RIQ)] 803 (449 - 576 (300 - 0,039 1,00 1,00- 1,00 0,002 1,00 1,00-1,00 0,002
1447) 1130)
Trasplante previo [n (%)] 16 (20,8) 39 (19,6) 0,826
Inmunodepresion pre-trasplante [n (%)] 11 (14,3) 18 (9,0) 0,203
Estado seroldgico VHC (IgG) positivo [n (%)] 10 (13,0) 13 (6,5) 0,082 1,85 0,95-3,59 0,070 - - -
Discordancia seroldgica frente a CMV (D+/R-) [n (%)] 9(11,7) 11 (5,5) 0,077 1,65 0,82-3,31 0,159



Edad del donante, afios [media + DE] 54,8 £ 16,9 52,2 +16,9 0,251

Donante en asistolia [n (%)] 21(27,3) 74 (37,2) 0,120
Tiempo de isquemia fria, horas [media + DE] 17,1+5,9 16,3 £ 6,6 0,373
Numero de incompatibilidades HLA [mediana (RIQ)] 4(4-5)) 4(3-5) 0,467
Induccién con globulina antitimocitica policlonal [n (%)] 37 (48,1) 98 (49,2) 0,859
Profilaxis frente a CMV [n (%)] 41 (53,9) 94 (47,2) 0,319
Reintervencién en el primer mes [n (%)] 4(5,2) 20 (10,1) 0,199
Retraso en la funcidn del injerto [n (%)] 43 (55,8) 114 (57,3) 0,828
FGe en el mes 6, mL/min [media + DE] 48,5+ 19,4 52,8+19,4 0,108
Niveles de tacrélimus en el mes 6, ng/mL [media DE]b 8,2+3,8 7,322 0,112
Niveles de MMF/AMF en el mes 6, ng/mL [media + DE]* 29+1,8 3,229 0,680
Albdmina sérica en el mes 6, g/dL [media + DE] 4,2 +0,5 43+0,4 0,107
Rechazo agudo del injerto en los 6 primeros meses [n (%)] 20 (26,0) 29 (14,6) 0,026 1,95 1,17 -3,25 0,010 1,86 1,11-3,17 0,019
Infeccion de cualquier tipo en los 6 primeros meses [n (%)] 25 (32,5) 54 (27,1) 0,379
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CMV: citomegalovirus; D+/R-: donante seropositivo/receptor seronegativo; DE: desviacién estandar; FGe: filtrado glomerular estimado; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HLA:
human leukocyte antigen (antigeno leucocitario humano); HR: hazard ratio (cociente de riesgos instantaneos); IC: intervalo de confianza; MMF/AMF: mofetil micofenolato/acido micofendlico; RIQ:
rango intercuartilico; UCI: unidad de cuidados intensivos; VHC: virus de la hepatitis C.

®Incluye cardiopatia isquémica, enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular.
b . . 3T . . . . i .
Informacidn acerca de los niveles valle de tacrélimus no disponible en 163 pacientes (59,7% de los pacientes que recibieron este farmaco).

® Informacién acerca de los niveles valle de mofetil micofenolato/4cido no disponible en 157 pacientes (63,5% de los pacientes que recibieron este farmaco).
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Tabla 20. Analisis univariante y multivariante (regresién logistica de Cox) de factores de riesgo de naturaleza no inmunoldgica para el desarrollo de infeccion bacteriana en

el periodo post-trasplante precoz (primer mes) en la cohorte de derivacién (n = 292).

Infeccién No infeccién Modelo univariante Modelo multivariante
Variable bacteriana bacteriana p
precoz precoz
(n = 44) (n = 248) HR IC 95% P HR 1IC 95% P
Edad del receptor, afos [media + DE] 58,4 14,4 54,8 +14,9 0,138
Género del receptor (masculino) [n (%)] 27 (61,4) 149 (60,1) 0,873
Principales comorbilidades pre-trasplante [n (%)]
Diabetes mellitus 16 (36,4) 64 (25,8) 0,148
EPOC 12 (27,3) 18 (7,3) 0,000 3,66 1,86-7,12 0,000 4,02 2,05-7,88 0,000
Enfermedad aterotrombética® 11 (25,0) 30(12,1) 0,023 2,17 1,09 - 4,29 0,026 - - -
Hepatopatia cronica 0(0,0) 13 (5,2) 0,229
Numero de comorbilidades pre-trasplante [mediana (RIQ)] 2(1-3) 1(1-2) 0,016 1,33 1,07 - 1,66 0,012 - - -
Etiologia de la enfermedad renal de base [n (%)]
Glomerulonefritis 7 (15,9) 54 (21,8) 0,378
Nefropatia diabética 13 (29,5) 43 (17,3) 0,058 1,87 0,98 - 3,57 0,059 2,14 1,11-4,12 0,024
Enfermedad renal poliquistica 6(13,6) 37 (14,9) 0,825
Nefroangioesclerosis hipertensiva 7 (15,9) 28 (11,3) 0,385
Didlisis pre-trasplante [n (%)] 42 (95,5) 234 (94,4) 1,000
Tiempo en dialisis, dias [mediana (RIQ)] 548,5 (289,3 - 654 (325,8 - 0,851
1372,0) 1238,8)
Trasplante previo [n (%)] 9(20,5) 51(20,6) 0,987
Inmunodepresion pre-trasplante [n (%)] 6 (13,6) 25 (10,1) 0,436
Estado seroldgico VHC (IgG) positivo [n (%)] 3(6,8) 22 (8,9) 1,000



Discordancia seroldgica frente a CMV (D+/R-) [n (%)] 0(0,0) 20(8,1) 0,052 0,04 0,00 - 6,49 0,221 - - -

Edad del donante, afios [media + DE] 58,6 17,3 52,7 £ 16,7 0,033 1,02 1,00 - 1,04 0,040 - - -
Donante en asistolia [n (%)] 12 (27,3) 86 (34,7) 0,338
Tiempo de isquemia fria, horas [media + DE] 16,9+7,2 16,6 £ 6,2 0,850
Numero de incompatibilidades HLA [mediana (RIQ)] 4(4-5) 4(3-5) 0,721
Induccién con globulina antitimocitica policlonal [n (%)] 21 (47,7) 120 (48,4) 0,936
Profilaxis frente a CMV [n (%)] 17 (39,5) 123 (49,6) 0,223
Reintervencion en la primera semana [n (%)] 2 (4,5) 8(3,2) 0,650
Retraso en la funcién del injerto [n (%)] 28 (63,6) 144 (58,1) 0,489

16

CMV: citomegalovirus; D+/R-: donante seropositivo/receptor seronegativo; DE: desviacién estandar; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HLA: human leukocyte antigen (antigeno
leucocitario humano); HR: hazard ratio (cociente de riesgos instantaneos); IC: intervalo de confianza; RIQ: rango intercuartilico; UCI: unidad de cuidados intensivos; VHC: virus de la hepatitis C.

®Incluye cardiopatia isquémica, enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular.
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Tabla 21. Analisis univariante y multivariante (regresion logistica de Cox) de factores de riesgo de naturaleza no inmunoldgica para el desarrollo de infeccidén bacteriana en

el periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte de derivacién (n = 292).

Infecc.ién No infec.:cién Modelo univariante Modelo multivariante
Variable 'bacterlan.a .bacterlan.a p
intermedia intermedia
(n=57) (n = 235) HR IC 95% P HR 1IC 95% P

Edad del receptor, afios [media + DE] 61,1 +13,9 53,9+14,8 0,001 1,03 1,01-1,05 0,001 1,02 0,99-1,04 0,058
Género del receptor (masculino) [n (%)] 38 (66,7) 138 (58,7) 0,272
Principales comorbilidades pre-trasplante [n (%)]

Diabetes mellitus 19 (33,3) 61 (26,0) 0,263

EPOC 8 (14,0) 22(9,4) 0,297

Enfermedad aterotrombética® 9 (15,8) 32 (13,6) 0,672

Hepatopatia cronica 4 (7,0) 9(3,8) 0,290
Numero de comorbilidades pre-trasplante [mediana (RIQ)] 0,415
Etiologia de la enfermedad renal de base [n (%)]

Glomerulonefritis 10 (17,5) 51(21,7) 0,488

Nefropatia diabética 13 (22,8) 43 (18,3) 0,438

Enfermedad renal poliquistica 10 (17,5) 33 (14,0) 0,503

Nefroangioesclerosis hipertensiva 8(14,0) 27 (11,5) 0,596
Didlisis pre-trasplante [n (%)] 55 (96,5) 221 (94,0) 0,746
Tiempo en dialisis, dias [mediana (RIQ)] 0,064 1,00 1,00-1,01 0,237
Trasplante previo [n (%)] 15 (26,3) 45 (19,1) 0,230
Inmunodepresion pre-trasplante [n (%)] 7 (12,3) 24 (10,2) 0,649
Estado seroldgico VHC (IgG) positivo [n (%)] 8(14,0) 17 (7,2) 0,114
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Discordancia seroldgica frente a CMV (D+/R-) [n (%)]
Edad del donante, afios [media + DE]

Donante en asistolia [n (%)]

Tiempo de isquemia fria, horas [media + DE]

Numero de incompatibilidades HLA [mediana (RIQ)]
Induccién con globulina antitimocitica policlonal [n (%)]
Profilaxis frente a CMV [n (%)]

Reintervencién en el primer mes [n (%)]

Retraso en la funcién del injerto [n (%)]

FGe en el mes 1, mL/min [media + DE]

Niveles de tacrélimus en el mes 1, ng/mL [media DE]b

Niveles de MMF/AMF en el mes 1, ng/mL [media = DE]*

Albdmina sérica en el mes 1, g/dL [media + DE]
Rechazo agudo del injerto en el primer mes [n (%)]

Infeccidn bacteriana en el primer mes [n (%)]

2 (3,5)
58,6 = 16,5
15 (26,3)
17,7 5,8

23 (40,4)
20 (35,7)
13 (22,8)
41 (71,9)
35,9 = 16,5
8,7+26
2,6+1,1
3,6+0,6
11 (19,3)
19 (33,3)

18 (7,7)
52,3 = 16,8
83 (35,3)
16,4 = 6,5

118 (50,2)
120 (51,1)
17 (7,2)
131 (55,7)
44,0 + 21,1
10,6 9,9
3,119
4,0+0,5
21(8,9)
25 (10,6)

0,385
0,011
0,197

0,258
0,181
0,039
0,001
0,026
0,007
0,211
0,532
0,000
0,025
0,000

1,02

0,56
3,53
2,01
0,98

0,29
2,15
3,60

1,01-1,04

0,32-0,97
1,89-6.58
1,11-3,63
0,97-0,99

0,18-0,47
1,11-4,16
2,07 - 6,27

0,011

0,038
0,000
0,021
0,007

0,000
0,023
0,000

1,80 0,97 - 3,36 0,064

0,45 0,25-0,79 0,006

1,95 1,02-3,74 0,043

CMV: citomegalovirus; D+/R-: donante seropositivo/receptor seronegativo; DE: desviacién estandar; FGe: filtrado glomerular estimado; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HLA:
human leukocyte antigen (antigeno leucocitario humano); HR: hazard ratio (cociente de riesgos instantaneos); IC: intervalo de confianza; MMF/AMF: mofetil micofenolato/acido micofendlico; RIQ:

rango intercuartilico; UCI: unidad de cuidados intensivos; VHC: virus de la hepatitis C.

®Incluye cardiopatia isquémica, enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular.

b . . 3T . . . . s .
Informacidn acerca de los niveles valle de tacrélimus no disponible en 3 pacientes (13,1% de los pacientes que recibieron este farmaco).

® Informacién acerca de los niveles valle de mofetil micofenolato/4cido n disponible en 19 pacientes (75,7% de los pacientes que recibieron este farmaco).
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Tabla 22. Analisis univariante y multivariante (regresion logistica de Cox) de factores de riesgo de naturaleza no inmunoldgica para el desarrollo de infeccidén bacteriana en

el periodo post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en la cohorte de derivacion (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Infecc.ién No infec.:cién Modelo univariante Modelo multivariante
Variable bacten’ana bacterllana p
tardia tardia
(n=52) (n = 224) HR IC 95% P HR 1IC 95% P

Edad del receptor, afos [media + DE] 57,4 £ 14,6 54,2 +14,9 0,166
Género del receptor (masculino) [n (%)] 28 (53,8) 139 (62,1) 0,276
Principales comorbilidades pre-trasplante [n (%)]

Diabetes mellitus 16 (30,8) 57 (25,4) 0,433

EPOC 6 (11,5) 21(9,4) 0,636

Enfermedad aterotrombética® 10 (19,2) 28 (12,5) 0,204

Hepatopatia cronica 4(7,7) 9 (4,0) 0,276
Numero de comorbilidades pre-trasplante [mediana (RIQ)] 2(1-2,8) 1(1-2) 0,117
Etiologia de la enfermedad renal de base [n (%)]

Glomerulonefritis 8(15,4) 51 (22,8) 0,242

Nefropatia diabética 12 (23,1) 37 (16,5) 0,265

Enfermedad renal poliquistica 10 (19,2) 33(14,7) 0,420

Nefroangioesclerosis hipertensiva 6(11,5) 27 (12,1) 0,918
Dialisis pre-trasplante [n (%)] 52 (100,0) 208 (92,9) 0,048 22,42 0,19-2597,83 0,200 - - -
Tiempo en dialisis, dias [mediana (RIQ)] 808 (453 - 585 (300 - 0,037

1447) 1159)

Trasplante previo [n (%)] 11 (21,2) 44 (19,6) 0,806
Inmunodepresion pre-trasplante [n (%)] 7 (13,5) 22 (9,8) 0,441
Estado seroldgico VHC (IgG) positivo [n (%)] 8 (15,4) 15 (6,7) 0,052 2,25 1,06 - 4,78 0,035 251  1,16-544 0,020



Discordancia seroldgica frente a CMV (D+/R-) [n (%)] 4(7,7) 16 (7,1) 1,000

Edad del donante, afios [media + DE] 56,6 17,5 52,1 +16,7 0,087 1,02 1,00-1,03 0,042 - - -
Donante en asistolia [n (%)] 12 (23,1) 83 (37,1) 0,056

Tiempo de isquemia fria, horas [media + DE] 18,4 + 4,8 16,1 +6,7 0,005 1,06 1,01-1,10 0,014 - - -
Numero de incompatibilidades HLA [mediana (RIQ)] 4(4-5) 4(3-5) 0,840

Induccién con globulina antitimocitica policlonal [n (%)] 21 (40,4) 114 (50,9) 0,172

Profilaxis frente a CMV [n (%)] 22 (43,1) 113 (50,4) 0,346

Reintervencién en el primer mes [n (%)] 3(5,8) 21(9,4) 0,586

Retraso en la funcién del injerto [n (%)] 30 (57,7) 127 (56,7) 0,896

FGe en el mes 6, mL/min [media £ DE] 46,4 + 18,6 52,8 £19,5 0,034 0,98 0,96 - 0,99 0,021 0,99 0,97-1,00 0,099
Niveles de tacrélimus en el mes 6, ng/mL [media + DE]b 8,5x4,2 7,322 0,203

Niveles de MMF/AMF en el mes 6, ng/mL [media + DE]° 3,3+1,8 3,2+2,8 0,897

Albumina sérica en el mes 6, g/dL [media * DE] 4,1+0,5 43+0,4 0,002 0,29 0,16-0,54 0,000 0,28 0,15-0,54 0,000
Rechazo agudo del injerto en los 6 primeros meses [n (%)] 14 (26,9) 35 (15,6) 0,055 1,98 1,07 - 3,65 0,029 - - -
Infeccidn bacteriana en los 6 primeros meses [n (%)] 19 (36,5) 50 (22,3) 0,033 1,99 1,13-3,51 0,017 - - -
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CMV: citomegalovirus; D+/R-: donante seropositivo/receptor seronegativo; DE: desviacién estandar; FGe: filtrado glomerular estimado; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HLA:
human leukocyte antigen (antigeno leucocitario humano); HR: hazard ratio (cociente de riesgos instantaneos); IC: intervalo de confianza; MMF/AMF: mofetil micofenolato/acido micofendlico; RIQ:
rango intercuartilico; UCI: unidad de cuidados intensivos; VHC: virus de la hepatitis C.

®Incluye cardiopatia isquémica, enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular.
b . . ST . . . . s .
Informacidn acerca de los niveles valle de tacrélimus no disponible en 163 pacientes (59,7% de los pacientes que recibieron este farmaco).

® Informacién acerca de los niveles valle de mofetil micofenolato/4cido n disponible en 157 pacientes (63,5% de los pacientes que recibieron este farmaco).



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

El diagndstico pre-trasplante de EPOC (HR: 3,64; IC 95%: 1,87 - 7,07; P <0,0001) y la nefropatia diabética
como causa del TR (HR: 2,11; IC 95%: 1,12 - 3,97; P = 0,020) fueron identificados como factores de riesgo
para el desarrollo de infeccidn global en el periodo precoz (primer mes) (Tabla 17). La edad del receptor
en el momento del TR (HR [por incremento unitario en afios]: 1,03; IC 95%: 1,01 - 1,05; P = 0,001), la
necesidad de reintervencion quirudrgica durante el primer mes (HR: 2,31; IC 95%: 1,27 - 4,20; P = 0,006) y
el FGe en el mes 1 (HR [por incremento unitario en mL/min]: 0,98; IC 95%: 0,97 - 0,99; P = 0,007)
actuaron como factores de riesgo para el desarrollo de infecciéon global en el periodo post-trasplante
intermedio (meses 1 a 6) (Tabla 18). Por ultimo, el diagndstico de enfermedad aterotrombdtica pre-
trasplante (HR: 2,17; IC 95%: 1,24 - 3,78; P = 0,006), la duracién de la didlisis pre-trasplante (HR [por
incremento unitario en dias]: 1,00; IC 95%: 1,00 - 1,00; P = 0,002) y el rechazo agudo durante los 6
primeros meses (HR: 1,86; IC 95%: 1,11 - 3,17; P = 0,019) fueron los factores de riesgo identificados para
el desarrollo de infeccidon global en el periodo tardio (a partir del mes 6) (Tabla 19).

Por otra parte, tanto el diagndstico pre-trasplante de EPOC (HR: 4,02; IC 95%: 2,05 - 7,88; P <0,0001)
como la nefropatia diabética (HR: 2,14; IC 95%: 1,11 - 4,12; P = 0,024) se revelaron igualmente como
factores de riesgo de infeccién bacteriana en el periodo precoz (Tabla 20). La concentraciéon de
albimina sérica en el mes 1 (HR [por incremento unitario en g/dL]: 0,45; IC 95: 0,25 - 0,79; P = 0,006), el
desarrollo previo de infeccion bacteriana en el primer mes (HR: 1,95; IC 95%: 1,02 - 3,74; P = 0,043) v,
sin alcanzar la significacion estadistica, la edad del receptor en el momento del TR (HR [por incremento
unitario en afos]: 1,02; IC 95%: 0,99 - 1,04; P = 0,059) y el retraso en la funcién del injerto (HR: 1,80; IC
95%: 0,97 - 3,36; P = 0,064) fueron los factores de riesgo para la infeccidon bacteriana en el periodo
intermedio (Tabla 21). Finalmente, el estado IgG positivo para VHC (HR: 2,51; IC 95%: 1,16 - 5,44; P =
0,020), la concentracion de albimina sérica en el mes 6 (HR [por incremento unitario en g/dL]: 0,28; IC
95: 0,15 - 0,54; P <0,0001) y, sin alcanzar la significacidn, el FGe en el mes 6 (HR [por incremento
unitario en mL/min]: 0,99; IC 95%: 0,97 - 1,00; P = 0,099) actuaron como factores de riesgo para el
desarrollo de infeccidn bacteriana tardia (Tabla 22).

Las areas bajo la curva ROC correspondientes a los distintos modelos clinicos de prediccidon de infeccion
global en la cohorte de derivacidon son mostradas en la Figura 15. El modelo resultante presentd una
capacidad de discriminacion modesta para el desarrollo de infeccidn global en el periodo precoz (area

bajo la curva ROC: 0,647; IC 95%: 0,556 - 0,738; P = 0,001). Dicha capacidad mejord sensiblemente en la
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prediccidn de infeccidn global en el periodo intermedio (drea bajo la curva ROC: 0,709; IC 95%: 0,641 -
0,777; P <0,0001), y volvié a empeorar hasta cierto punto en el modelo de prediccion de infeccion global

en el periodo tardio (area bajo la curva ROC: 0,617; IC 95%: 0,531 - 0,688; P = 0,005).

Figura 15. Areas bajo la curva ROC de los modelos de prediccidn clinica para infeccién global en la
cohorte de derivacién en el periodo post-trasplante precoz (a), intermedio (b) y tardio (c). ROC: receiver

operating characteristic (caracteristica operativa del receptor).
a) 100 -

80 A

)
o
L

ey
o
L

Sensibilidad (%)

20 1 Area bajo curva ROC = 0,647

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

) e o
b) 1 - especificidad (%)
100

80 A

o))
o
L

Sensibilidad (%)
B
o

20 1 Area bajo curva ROC = 0,709

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

1 - especificidad (%)

C) 100 A

80 1

D
o
L

iy
o
L

Sensibilidad (%)

20 1 Area bajo curva ROC = 0,617

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

1 - especificidad (%)

97



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

El modelo clinico de prediccién de infeccion bacteriana presentd una capacidad de discriminacion
modesta tanto en el periodo precoz (area bajo la curva ROC: 0,646; IC 95%: 0,549 - 0,743; P = 0,002)
como en el tardio (area bajo la curva ROC: 0,599; IC 95%: 0,509 - 0,689; P = 0,024), y mejoré algo en el

periodo intermedio (area bajo la curva ROC: 0,702; IC 95%: 0,616 - 0,787; P <0,0001) (Figura 16).

Figura 16. Areas bajo la curva ROC de los modelos de prediccidn clinica para infeccién bacteriana en la
cohorte de derivacién en el periodo post-trasplante precoz (a), intermedio (b) y tardio (c). ROC: receiver

operating characteristic (caracteristica operativa del receptor).
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7.7. Relacion entre parametros inmunoldgicos y riesgo de infeccion

7.7.1. Pardmetros inmunoldgicos basales y riesgo de infeccion durante el periodo precoz

En primer lugar analizamos la capacidad de los pardametros inmunolégicos medidos en el momento
basal para predecir el desarrollo de infeccién durante el periodo post-trasplante precoz en la cohorte de
derivacidon. No observamos diferencias significativas en las distintas subpoblaciones linfocitarias entre
los pacientes que presentaron o no infeccion global o bacteriana a lo largo de dicho periodo (Figura 17).

Figura 17. Graficos de caja y bigotes tipo Tukey comparando, en la cohorte de derivacidn, los recuentos
de linfocitos totales (a), linfocitos T CD3 (b), linfocitos T CD4 (c), linfocitos T CD8 (d), linfocitos B (e) y

linfocitos NK (f) medidos en la evaluacion basal entre pacientes con o sin infeccidn global en el periodo

post-trasplante precoz. NK: natural killer (asesino natural).
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Tampoco observamos diferencias significativas en la incidencia acumulada de infeccion global al final del
primer mes entre los pacientes con o sin HGG basal, con independencia de la clase de inmunoglobulina
deficitaria. El andlisis centrado en la infeccidn bacteriana ofrecio resultados similares (Figura 18).

Figura 18. Incidencia acumulada de infeccidn global y de infeccidén bacteriana al final del periodo post-

trasplante precoz en pacientes con o sin hipogammaglobulinemia 1gG (a), 1gA (b) o I1gM (c) en la

evaluacion basal en la cohorte de derivaciéon. HGG: hipogammaglobulinemia.
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Finalmente, tampoco hubo diferencias significativas en la incidencia acumulada de infeccion global al
final del periodo precoz entre los pacientes con o sin HCC C3 o C4 en la evaluacidn basal. La incidencia
de infeccidn bacteriana precoz ofrecié una distribucidon bdsicamente superponible (Figura 19).

Figura 19. Incidencia acumulada de infeccidn global y de infeccidén bacteriana al final del periodo post-

trasplante precoz en pacientes con o sin hipocomplementemia C3 (a) y C4 (b) en la evaluacién basal en

la cohorte de derivacién. HCC: hipocomplementemia.
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En vista de estos resultados no se pudo desarrollar ningiin modelo basado en parametros inmunoldgicos
basales que permitiera predecir el riesgo de infeccidon durante el periodo post-trasplante precoz.
7.7.2. Pardmetros inmunoldgicos en el mes 1 y riesgo de infeccion durante el periodo intermedio
A continuacién analizamos la asociacién entre los pardmetros inmunoldgicos medidos en el mes 1 post-
trasplante y el riesgo de infeccidn durante el periodo intermedio (meses 1 a 6). En este caso observamos

diferencias estadisticamente significativas (o muy prdximas a la significacion) entre los pacientes con o
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sin infeccidn a lo largo de dicho periodo en los recuentos de linfocitos T CD4* (mediana: 279 [50,5 - 645]

versus 311 [80 - 680] céls/mcL; P = 0,077), linfocitos T CD8" (mediana: 199 [52 - 346] versus 221 [107,5 -

400,5] céls/mcL; P = 0,058), y linfocitos B (mediana: 95 [53 - 196] versus 165 [83 - 273,3] céls/mcL; P =

0,005). No hubo diferencias, por otra parte, en el recuento linfocitario total o en de las restantes

subpoblaciones en sangre periférica (Figura 20).

Figura 20. Graficos de caja y bigotes tipo Tukey comparando, en la cohorte de derivacién, los recuentos

de linfocitos totales (a), linfocitos T CD3 (b), linfocitos T CD4 (c), linfocitos T CD8 (d), linfocitos B (e) y

linfocitos NK (f) medidos en el mes 1 entre pacientes con o sin infeccién global en el periodo post-

trasplante intermedio. NK: natural killer (asesino natural).
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Al centrar el analisis en la infeccidn bacteriana, encontramos diferencias significativas (o préximas a la

significacion) en el recuento linfocitario total (mediana: 700,5 [337,5 - 1.325,5] versus; P = 0,068), de

linfocitos T CD8" (mediana: 154 [52 - 346] versus 221 [107,5 - 400,5] céls/mcL; P = 0,094), de linfocitos B

(mediana: 95 [51 - 186] versus 165 [83 - 273,3] céls/mcL; P = 0,011) y de linfocitos NK (mediana: 35 [16,5

-72,5] versus 221 [107,5 - 400,5] céls/mcL; P = 0,046) (Figura 21).

Figura 21. Graficos de caja y bigotes tipo Tukey comparando, en la cohorte de derivacién, los recuentos

de linfocitos totales (a), linfocitos T CD3 (b), linfocitos T CD4 (c), linfocitos T CD8 (d), linfocitos B (e) y

linfocitos NK (f) medidos en el mes 1 entre pacientes con o sin infeccidn bacteriana en el periodo post-

trasplante intermedio. NK: natural killer (asesino natural).
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Los pacientes con HGG IgG en el mes 1 presentaron una tendencia hacia una mayor incidencia
acumulada tanto de infeccién global (36,3% versus 26,9%; P = 0,096) como bacteriana (42,9% versus
31,0%; P = 0,068). A pesar de existir una diferencia numérica en la incidencia de ambos eventos entre

los pacientes con o sin HGG IgA, las diferencias no alcanzaron la significacidn estadistica (Figura 22).

Figura 22. Incidencia acumulada de infeccidn global y de infeccidén bacteriana al final del periodo post-
trasplante intermedio (mes 6) en pacientes con o sin hipogammaglobulinemia 1gG (a), I1gA (b) o 1gM (c)
en el mes 1 en la cohorte de derivacidon. HGG: hipogammaglobulinemia.
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Por Gltimo, también existié una tendencia hacia una mayor incidencia de infeccién global (40,8% versus
29,1%; P = 0,101) y bacteriana (28,6% versus 17,3%; P = 0,070) en pacientes con HCC C3. Esta tendencia,

si bien atenuada, estuvo igualmente presente para la HCC C4 (Figura 23).

Figura 23. Incidencia acumulada de infeccidn global y de infeccidén bacteriana al final del periodo post-
trasplante intermedio (mes 6) en pacientes con o sin hipocomplementemia C3 (a) y C4(b) en el mes 1
en la cohorte de derivacion. HCC: hipocomplementemia.
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En vista de estos hallazgos, que apuntan hacia un papel predictor de ciertos pardmetros inmunoldgicos
medidos en el mes 1 post-trasplante respecto al riesgo de infeccién global y bacteriana en el periodo
subsiguiente, tratamos de establecer los valores éptimos en términos de sensibilidad y especificidad
mediante el estadistico J de Youden.

De este modo se seleccionaron una serie de puntos de corte para los recuentos de linfocitos T CD4" (30
céls/mcL), T CD8" (85 céls/mcL) y B (110 céls/mcL), asi como para los niveles séricos de IgG (690 mg/dL),

IgA (115 mg/dL) y C3 (76 mg/dL). Con la excepcién del nivel de IgG <690 mg/dL, en todos los demas
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pardametros se alcanzo la significacidn estadistica aplicando los referidos puntos de corte en el andlisis

univariante (es decir, no ajustado) de regresién de Cox (Tabla 23).

Tabla 23. Puntos de corte dptimos (estadistico J de Youden) de los parametros inmunoldgicos en el mes

1 seleccionados para la prediccidon del desarrollo de infeccidon global en el periodo post-trasplante

intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte de derivaciéon (n = 292).

Parametro Punto de Sensibilidad Especificidad VPP VPN HR (IC 95%)° p

(en mes 1) corte (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) 0

Linfocitos T CD4" 30 céls/mcL 19,3% 89,9% 47,1% 70,5% 1,68 (0,97 - 2,90) 0,062
(11,4-29,4) (84,5-93,9) (32,3-62,3) (68,0-72,8)

Linfocitos T CD8" 85 céls/mcL 33,7% 80,3% 44,4% 72,2% 1,73 (1,09 - 2,73) 0,019
(23,7-44,9) (73,7-859) (34,4-54,9) (68,7-75,5)

Linfocitos B 110 céls/mcL 54,3% 65,3% 42,7% 75,0% 1,88 (1,22 -2,91) 0,005
(42,9-65,4) (57,6-72,4) (35,9-49,8) (69,8-79,6)

Niveles de IgG 690 mg/dL 56,5% 55,4% 36,9% 73,4% 1,48 (0,96 - 2,27) 0,074
(45,3-67,2) (47,9-62,8) (31,4-42,8) (67,7-78,4)

Niveles de IgA 115 mg/dL 32,9% 79,4% 42,2% 71,9% 1,59 (1,02 -2,51) 0,043
(23,1-43,9) (72,8-84,9) (32,7-52,7) (68,5-75,2)

Niveles de C3 76 mg/dL 22,6% 92,9% 59,4% 72,6% 2,68 (1,61-4,78) 0,000
(14,2-33,1) (88,3-96,2) (43,1-73,8) (70,1-74,9)

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

®Anélisis univariado n ajustado por otras covariables.

En el analisis restringido a la infeccidn bacteriana se determinaron igualmente una serie de puntos de
corte dptimos para los recuentos de linfocitos T CD8" (155 céls/mcL), B (85 céls/mcL) y NK (68 céls/mcL),
asi como para los niveles séricos de 1gG (500 mg/dL), IgA (147 mg/dL) y C3 (78 mg/dL). En todos los
analisis univariantes se demostro la significacion estadistica tras dicotomizar el parametro con arreglo a

estos puntos, con la excepcion de los niveles de IgA <147 mg/dL (Tabla 24).

7.7.3. Pardmetros inmunoldgicos en el mes 6 y riesgo de infeccion durante el periodo tardio

Finalmente analizamos la capacidad predictiva de los pardmetros inmunolégicos medidos en el mes 6
post-trasplante. Observamos diferencias estadisticamente significativas en el recuento linfocitario total
(mediana: 1.026,5 [596,3 - 1.652,5] versus 1.286 [781 - 1.826] céls/mcL; P = 0,032) y el de linfocitos NK
(mediana: 108 [39 - 168] versus 129 [68,8 - 236,5] céls/mcL; P = 0,009) entre los pacientes con o sin
infeccion global tardia (Figura 24). No hubo, en cambio, diferencias significativas en el recuento
linfocitario total o en el de las distintas subpoblaciones en relacién con el desarrollo de infeccion

bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante tardio.
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Tabla 24. Puntos de corte dptimos (estadistico J de Youden) de los pardmetros inmunolégicos en el mes
1 seleccionados para la prediccién del desarrollo de infeccion bacteriana en el periodo post-trasplante

intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte de derivacién (n = 292).

Parametro Punto de Sensibilidad Especificidad VPP VPN HR (IC 95%)° p

(en mes 1) corte (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) 0

Linfocitos T CD8" 155 céls/mcL 50,9% 67,1% 27,4% 84,9% 1,89 (1,09 -3,27) 0,023
(36,6-65,3)  (60,3-73,5) (21,3-34,4) (80,8-88,3)

Linfocitos B 85 céls/mcL 46,9% 72,8% 29,5% 84,9% 2,13 (1,22-3,73) 0,008
(32,5-61,7)  (66,1-78,8) (22,4-37,8) (81,1-88,2)

Linfocitos NK 68 céls/mcL 75,5% 43,6% 24,5% 88,0% 2,18 (1,14-4,19) 0,019
(61,1-86,7)  (36,6-50,7) (20,9-28,4) (81,4-92,5)

Niveles de IgG 500 mg/dL 21,2% 93,1% 42,3% 88,1% 2,99 (1,53-5,82) 0,001
(11,1-34,7)  (88,9-96,1) (26,4-60,0) (80,9-85,1)

Niveles de IgA 147 mg/dL 50,0% 55,8% 21,3% 82,3% 1,19 (0,69 -2,06) 0,538
(35,8-64,2)  (48,9-62,5) (16,6-26,9) (77,6-86,2)

Niveles de C3 78 mg/dL 26,9% 89,9% 38,9% 83,7% 2,87 (1,55-5,32) 0,001

(15,6 -41,0)  (85,1-93,5) (259-53,6) (81,2-85,9)

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; NK: natural killer; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

®Analisis univariado n ajustado por otras covariables.

Tampoco se observaron diferencias significativas al comparar la incidencia acumulada de infeccién
global o bacteriana entre los pacientes con HGG de cualquier clase en el mes 6 y los que presentaron
niveles séricos de inmunoglobulinas normales en dicho punto (Figura 25).

Por ultimo, los pacientes con HCC C3 en el mes 6 presentaron mayor incidencia acumulada de infeccion
global (43,5% versus 24,3%; P = 0,049) y de infeccion bacteriana (34,8% versus 15,3%; P = 0,020) al final
del periodo de seguimiento respecto a los pacientes con niveles séricos normales de este factor del
complemento. Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en la incidencia acumulada al
final del periodo de seguimiento en ninguno de estos dos eventos entre los pacientes con o sin HCC C4
en el mes 6 post-trasplante (Figura 26).

Un vez mas fueron calculados los puntos de corte éptimos para estos parametros medidos en el mes 6
segun el estadistico J de Youden. En el caso del recuento linfocitario total y el de linfocitos NK los puntos
con mejor combinacion de sensibilidad y especificidad fueron 1038 y 232 céls/mcL, respectivamente
(Tabla 25). Para los niveles séricos de C3 el punto dptimo elegido fue de 103 mg/dL, tanto para infeccién

global como para infeccién bacteriana (Tablas 25 y 26).
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Figura 24. Graficos de caja y bigotes tipo Tukey comparando, en la cohorte de derivacién, los recuentos
de linfocitos totales (a), linfocitos T CD3 (b), linfocitos T CD4 (c), linfocitos T CD8 (d), linfocitos B (e) y

linfocitos NK (f) medidos en el mes 6 entre pacientes con o sin infeccién global en el periodo post-

trasplante tardio. NK: natural killer.
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7.8. Construccion de los modelos inmunolégicos y combinados de prediccion

7.8.1. Modelos de prediccidon de infeccion global en el periodo intermedio

No infeccion en
periodo tardio

A fin de ponderar en el modelo el peso relativo de cada uno de los parametros se llevo a cabo un analisis

multivariante de regresion logistica en la cohorte de derivacién para predecir el evento de interés.

108



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

Figura 25. Incidencia acumulada de infeccidn global y de infeccidén bacteriana al final del periodo post-
trasplante tardio (final de seguimiento) en pacientes con o sin hipogammaglobulinemia IgG (a), IgA (b) o

I1gM (c) en el mes 6 en la cohorte de derivacidon. HGG: hipogammaglobulinemia.

a) 50 -
-
®E P=0,464
% € 1
&5 304
S D
@
% g P=0,891 B HGGIgGenmes6
&
© -g 20 A 1 NoHGG IgG enmes6
o O
€ 9
g3
2g 107
o
0 T T
Infeccidn global Infeccidn bacteriana
b) 50 -
— § i
g 40 P=0,774 P=0,180
=2
55
o 2
©- £
8= 30 -
S o
E & Bl HGG |
= gA en mes 6
@ O
o o 20 1 NoHGGIgAenmes6
S O
c 9 |
S 3
23
g =
£3 10
O T T
Infeccion global Infeccién bacteriana
c) 50
P=0,148
40 A
30
P=0,787
— Hl HGGIgMenmes6

20 + [ NoHGG IgM en mes 6

Incidencia acumulada al final
del periodo de seguimiento (%)

10

Infeccién global Infeccién bacteriana

Las variables independientes introducidas en este modelo fueron los parametros inmunoldgicos
medidos en el mes 1 post-trasplante que ya habia sido identificados, dicotomizados con arreglo al punto

de corte 6ptimo previamente establecido (Tabla 23).

109



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

Figura 26. Incidencia acumulada de infeccidn global y de infeccidén bacteriana al final del periodo post-
trasplante tardio (final de seguimiento) en pacientes con o sin hipocomplementemia C3 (a) y C4 (b) en el

mes 6 en la cohorte de derivacion. HCC: hipocomplementemia.
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Tabla 25. Puntos de corte dptimos (estadistico J de Youden) de los parametros inmunoldgicos en el mes
6 seleccionados para la prediccidon del desarrollo de infeccién global a lo largo del periodo post-
trasplante tardio (a partir del mes 6) en la cohorte de derivacidn (n = 276 [pacientes vivos y con injerto

funcionante en el mes 6]).

Parametro Punto de Sensibilidad Especificidad VPP VPN HR (IC 95%)° p

(en mes 6) corte (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) ?

Linfocitos 1038 céls/mcL 51,4% 64,9% 35,6% 77,9% 1,76 (1,11-2,79) 0,017

totales (39,3-63,4) (57,7-71,7) (29,1-52,6) (73,2-82,1)

Linfocitos NK 232 céls/mclL 92,9% 27,0% 32,9% 90,9% 4,43 (1,60 - 12,25) 0,004
(83,0-98,1) (20,0-34,9) (30,3-35,7) (78,9-96,4)

Nivelesde C3 103 mg/dL 58,9% 62,2% 35,9% 80,8% 2,04 (1,19-3,47) 0,009

(44,9-71,9) (54,1-69,8) (29,4-42,9) (75,1-85,5)

HR: hazard IC: intervalo de confianza; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

®Anélisis univariado n ajustado por otras covariables.
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Tabla 26. Punto de corte 6ptimo (estadistico J de Youden) del parametro inmunoldgico en el mes 6
seleccionado para la prediccion del desarrollo de infeccién bacteriana a lo largo del periodo post-
trasplante tardio (a partir del mes 6) en la cohorte de derivacion (n = 276 [pacientes vivos y con injerto

funcionante en el mes 6]).

Parametro Punto de Sensibilidad  Especificidad VPP VPN HR (IC 95%)° p
(en mes 6) corte (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) 0
Niveles de C3 103 mg/dL 64,9% 61,1% 26,1% 89,2% 2,68 (1,37-5,27) 0,004

(47,5-79,8) (53,5-68,4) (20,7-32,3) (83,9-92,8)

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

®Analisis univariado n ajustado por otras covariables.

De este modo, el recuento de linfocitos T CD4" <30 céls/mcL (OR ajustado: 2,04; IC 95%: 0,91 - 4,59; P =
0,085), el de linfocitos B <110 céls/mcL (OR ajustado: 2,19; IC 95%: 1,22 - 3,92; P = 0,009), el nivel sérico
de IgA <115 mg/dL (OR ajustado: 1,81; IC 95%: 0,95 - 3,44; P = 0,071), y el nivel sérico de C3 <76 mg/dI
(OR ajustado: 2,86; IC 95%: 1,22 - 3,92; P=0,017) en el mes 1 se mantuvieron en el modelo final tras un
proceso de seleccion de variables por pasos hacia atras (Tabla 27).

Tabla 27. Andlisis multivariante (regresion logistica) de los factores de riesgo inmunolégicos para el

desarrollo de infeccién global en el periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte de

derivacion (n = 292).

Variables inmunoldgicas (medidas ) OR IC 95% p Coeficiente B Puntuacion
en el mes 1 post-trasplante) ajustado en el modelo
Linfocitos T CD4" <30 céls/mcL 2,04 0,91-4,59 0,085 0,712 2
Linfocitos T CD8" <85 céls/mcL 1,36 0,61-3,00 0,452 - -
Linfocitos B <110 céls/mcL 2,19 1,22 -3,92 0,009 0,782 2
Niveles séricos de IgG <690 mg/dL 1,51 0,84-2,71 0,171 - -
Niveles séricos de IgA <115 mg/dL 1,81 0,95-3,44 0,071 0,592 2
Niveles séricos de C3 <76 mg/dL 2,86 1,22-3,92 0,017 1,052 3

IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio.

Bondad de ajuste del modelo: P de Hosmer-Lemeshow = 0,333.

Dicho modelo demostré una aceptable bondad de ajuste (P de Hosmer-Lemeshow = 0,333). A
continuacién asignamos una puntuacién a cada una de estas variables mediante el redondeo de su OR al
nimero entero mas préximo: linfocitos T CD4" <30 céls/mcL (2 puntos), linfocitos B <110 céls/mcL (2

puntos), IgA <115 mg/dL (2 puntos) y C3 <76 mg/dl (3 puntos). Asi obtuvimos un modelo exclusivamente
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inmunoldgico de prediccién de infeccion global en el periodo intermedio, con un area bajo la curva ROC
de 0,646 (IC 95%: 0,573 - 0,719; P =0,037).

Como puede observarse, la capacidad de discriminacién del modelo inmunolégico resultd subdptima y
sensiblemente menor a la obtenida en el modelo clinico (area bajo la curva ROC: 0,709; IC 95%: 0,641 -
0,777; P <0,0001) (Figura 15). Por este motivo construimos un tercer modelo que combinara parametros
inmunoldgicos y clinicos. Realizamos un anadlisis multivariante de regresién logistica que incorporé como
variables independientes los parametros inmunoldgicos en el mes 1 post-trasplante (linfocitos T CD4"
<30 céls/mcL, linfocitos B <110 céls/mcL, IgA <115 mg/dL y C3 <76 mg/dl) y las tres variables clinicas que
ya habian sido incluidas en el modelo clinico (edad del receptor en el momento del trasplante,
necesidad de reintervencidn quirurgica durante el primer mes y FGe en el mes 1) (Tabla 18). A fin de
obtener un modelo mas facilmente aplicable en la practica clinica, dicotomizamos la edad del receptor
segun el punto de corte dptimo con arreglo al estadistico J de Youden (263 afios) y estratificamos el FGe
en intervalos de 10 mL/min. A partir de este modelo de regresion logistica (Tabla 28), que presentd una
adecuada bondad de ajuste (P de Hosmer-Lemeshow = 0,611), asignamos una serie de puntuaciones a
cada variable: edad del receptor 263 afos (4 puntos), reintervencion en el primer mes (3 puntos), FGe
en el mes 1 (-0,3 puntos por cada intervalo de 10 mL/min), linfocitos T CD4" <30 céls/mcL (3 puntos),
linfocitos B <110 céls/mcL (2 puntos), IgA <115 mg/dL (3 puntos) y C3 <76 mg/dL (2 puntos).

Tabla 28. Andlisis multivariante (regresidn logistica) de los factores de riesgo tanto inmunoldgicos como

no inmunoldgicos para el desarrollo de infeccion global en el periodo post-trasplante intermedio (meses

1 a 6) en la cohorte de derivacién (n = 292).

Variables predictivas aju(s)t: do IC 95% P Coeficiente B eFr,'lu:It:‘na:ciiiTo
Edad del receptor 263 afios 4,09 2,07 -8,08 <0,0001 1,410 4
Reintervencion en el primer mes 2,51 0,97-6,50 0,059 0,919 3

FGe en el mes 1 [por 10 mL/min] 0,84 0,71-1,00 0,051 -0,173 -0,3
Linfocitos T CD4" <30 céls/mcL 2,78 1,12-6,90 0,028 1,022 3
Linfocitos B <110 céls/mcL 1,75 0,93-3,30 0,082 0,562 2
Niveles séricos de IgA <115 mg/dL 2,56 1,23-5,33 0,012 0,941 3
Niveles séricos de C3 <76 mg/dL 2,34 0,91-6,00 0,078 0,849 2

FGe: filtrado glomerular estimado; IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio.

Bondad de ajuste del modelo: P de Hosmer-Lemeshow = 0,611.
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Este modelo combinado (cinico e inmunoldgico) de prediccion de infeccion global en el periodo
intermedio exhibié un area bajo la curva ROC de 0,771 (IC 95%: 0,705 - 0,837; P = 0,034), que fue

sustancialmente superior a las de los modelos clinico e inmunoldgico (Figura 27).

Figura 27. Areas bajo las curvas ROC de los distintos modelos de prediccién (inmunolégico, clinico y
combinado [clinico e inmunoldgico]) del riesgo de infeccion global en el periodo post-trasplante
intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte de derivacidon (n = 292). ROC: receiver operating characteristic

(caracteristica operativa del receptor).
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7.8.2. Modelos de prediccidon de infeccion bacteriana en el periodo intermedio

De forma andloga al modelo de infeccidn global, establecimos mediante un analisis multivariante de
regresion logistica el peso relativo de los parametros inmunolédgicos en el mes 1 que habian sido
previamente seleccionados como predictores del desarrollo de infeccidon bacteriana durante el periodo
intermedio en la cohorte de derivacidon (Tabla 24). El recuento de linfocitos B <85 céls/mcL (OR ajustado:
1,92; 1IC 95%: 0,96 - 3,84; P = 0,066), el de linfocitos NK <68 céls/mcL (OR ajustado: 2,14; IC 95%: 0,97 -
4,71; P = 0,060), el nivel sérico de IgG <500 mg/dL (OR ajustado: 3,19; IC 95%: 1,28 - 7,99; P =0,013) y el
de C3 <78 mg/dl (OR ajustado: 2,89; IC 95%: 1,22 - 6,85; P = 0,016) permanecieron tras un proceso de
seleccion de variables por pasos hacia atras (Tabla 29). El modelo presentd una excelente bondad de
ajuste (P de Hosmer-Lemeshow = 0,643). Asignamos una puntuacidon a cada una de estas variables
mediante el redondeo del correspondiente OR ajustado al nimero entero mas préximo: linfocitos B <85

céls/mcL (2 puntos), linfocitos NK <68 céls/mcL (2 puntos), 1IgG <500 mg/dL (3 puntos) y C3 <78 mg/dl (3
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puntos). Este modelo inmunolégico de infeccidon bacteriana en el periodo intermedio exhibié un area
bajo la curva ROC de 0,674 (IC 95%: 0,590 - 0,759; P = 0,043).
Tabla 29. Andlisis multivariante (regresion logistica) de los factores de riesgo inmunoldgicos para el

desarrollo de infeccion bacteriana en el periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte

de derivacion (n = 292).

Variables inmunolégicas (medidas ) OR IC 95% p Coeficiente P Puntuacion
en el mes 1 post-trasplante) ajustado en el modelo
Linfocitos T CD8" <155 céls/mcL 1,49 0,70-3,17 0,302 - -
Linfocitos B <85 céls/mcL 1,92 0,96-3,84 0,066 0,651 2
Linfocitos NK <68 céls/mcL 2,14 0,97-4,71 0,060 0,760 2
Niveles séricos de IgG <500 mg/dL 3,19 1,28-7,99 0,013 1,162 3
Niveles séricos de IgA <147 mg/dL 0,96 0,46-1,99 0,909 - -
Niveles séricos de C3 <78 mg/dL 2,89 1,22 -6,85 0,016 1,061 3

IC: intervalo de confianza; NK: natural killer (asesino natural); OR: odds ratio (razon de ventajas).

Bondad de ajuste del modelo: P de Hosmer-Lemeshow = 0,643.

Una vez mas la capacidad predictiva del modelo exclusivamente inmunoldgico fue subéptima y menor a
la obtenida en el modelo clinico (area bajo la curva ROC: 0,702; IC 95%: 0,616 - 0,787; P <0,0001) (Figura
16). Construimos el modelo combinado mediante la incorporacién de los pardmetros inmunoldgicos en
el mes 1 post-trasplante (linfocitos b <85 céls/mcL, linfocitos NK <68 céls/mcL, IgG <500 mg/dLy C3 <78
mg/dl) y las cuatro variables clinicas que habian sido incluidas en el modelo clinico (edad del receptor en
el momento del trasplante, retraso en la funcidn del injerto, desarrollo previo de infeccién bacteriana en
el primer mes y concentracidn sérica de albumina en el mes 1) (Tabla 21). La edad del receptor fue
igualmente dicotomizada segun el punto de corte dptimo (265 afios). A partir de este modelo de
regresion logistica (Tabla 30), que presenté una adecuada bondad de ajuste (P de Hosmer-Lemeshow =
0,514), asignamos las siguientes puntuaciones a cada variable: edad del receptor 265 afios (3 puntos),
retraso en la funcion del injerto (2 puntos), desarrollo de infeccion bacteriana durante el primer mes (4
puntos), recuento de linfocitos NK <68 céls/mcL (2 puntos) y niveles de IgG <500 mg/dL (3 puntos).

El resultante modelo combinado (cinico e inmunoldgico) de predicciéon de infeccidon bacteriana en el
periodo post-trasplante intermedio presentd, en la cohorte de derivacién, un area bajo la curva ROC de

0,765 (IC 95%: 0,686 - 0,844; P = 0,040) (Figura 28).
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Tabla 30. Andlisis multivariante (regresidn logistica) de los factores de riesgo tanto inmunoldgicos como

clinicos para el desarrollo de infeccidn bacteriana en el periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6)

en la cohorte de derivacion (n = 292).

Variables predictivas aju(s)tI: do IC95% P Coeficiente B e:u:It:‘na::ZTo
Edad del receptor 265 afios 3,09 1,42-6,75 0,005 1,129 3
Retraso en la funcién del injerto 2,08 0,91-4,74 0,082 0,731 2
Infeccion bacteriana en el primer mes 3,68 1,55-8,75 0,003 1,303 4
Albumina sérica en el mes 1 0,71 0,32-1,59 0,411 - -
Linfocitos B <85 céls/mcL 1,76 0,81-3,84 0,152 - -
Linfocitos NK <68 céls/mcL 2,32 0,97 -5,56 0,060 0,840 2
Niveles séricos de IgG <500 mg/dL 2,54 0,91-7,08 0,075 0,932 3
Niveles séricos de C3 <78 mg/dL 1,79 0,67 - 4,83 0,245 - -

IC: intervalo de confianza; NK: natural killer (asesino natural); OR: odds ratio (razon de ventajas).

Bondad de ajuste del modelo: P de Hosmer-Lemeshow = 0,514.

Figura 28. Areas bajo las curvas ROC de los distintos modelos de prediccién (inmunoldgico, clinico y

combinado [clinico e inmunolégico]) del riesgo de infeccidon bacteriana en el periodo post-trasplante

intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte de derivacion (n = 292). ROC: receiver operating characteristic

(caracteristica operativa del receptor).
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7.8.3. Modelos de prediccion de infeccion global en el periodo tardio

Una vez mas realizamos un analisis multivariante de regresion logistica en la cohorte de derivacién para

predecir el desarrollo de infeccion global en el periodo post-trasplante tardio a partir de los pardametros

inmunoldgicos previamente establecidos (Tabla 25). Las siguientes variables determinadas en el mes 6
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fueron seleccionadas en el modelo: linfocitos NK <232 céls/mcL (OR ajustado: 7,07; IC 95%: 2,04 - 24,47,
P = 0,009) y niveles séricos de C3 <103 mg/dL (OR ajustado: 2,91; IC 95%: 1,48 - 5,73; P = 0,017). La
bondad de ajuste fue excelente (P de Hosmer-Lemeshow = 0,965). La puntuacién de cada una de estas
variables en base a su OR ajustado fue: linfocitos NK <232 céls/mcL (7 puntos) y nivel de C3 <103 mg/dl
(3 puntos) (Tabla 31). Este modelo inmunoldgico de prediccidn de infeccion global en el periodo tardio
exhibié un area bajo la curva ROC de 0,700 (IC 95%: 0,620 - 0,780; P = 0,041), superior a la del modelo
clinico (area bajo la curva ROC: 0,609; IC 95%: 0,531 - 0,688; P = 0,005) (Figura 15).

Tabla 31. Andlisis multivariante (regresion logistica) de los factores de riesgo inmunoldgicos para el

desarrollo de infeccidn global en el periodo post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en la cohorte de

derivacidon (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Variables inmunolégicas (medidas ) OR IC 95% p Coeficiente P Puntuacion
en el mes 6 post-trasplante) ajustado en el modelo
Linfocitos totales <1038 céls/mcL 2,04 0,91-4,59 0,085 - -
Linfocitos NK <232 céls/mcL 7,07 2,04-24,47 0,009 1,956 7
Niveles séricos de C3 <103 mg/dL 2,91 1,48 -5,73 0,017 1,068 3

IC: intervalo de confianza; NK: natural killer (asesino natural); OR: odds ratio (razon de ventajas).

Bondad de ajuste del modelo: P de Hosmer-Lemeshow = 0,965.

Realizamos a continuacion un modelo combinado mediante la incorporacién de las variables clinicas que
habian sido identificadas como predictoras de infeccidn global tardia (Tabla 19).
Tabla 32. Analisis multivariante (regresion logistica) de los factores de riesgo tanto inmunolégicos como

clinicos para el desarrollo de infeccidn global en el periodo post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en

la cohorte de derivacion (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Variables predictivas . OR IC 95% P Coeficiente B Puntuacion
ajustado en el modelo

Enfermedad aterotrombdtica 3,00 1,07-8,42 0,037 1,099 3

(diagnéstico pre-trasplante)

Tiempo en didlisis [por mes] 1,00 0,99-1,01 0,972 - -

Rechazo agudo del injerto en los 6 2,14 0,95-4,82 0,067 0,759 2

primeros meses

Linfocitos totales <1038 céls/mcL 1,29 0,61-2,73 0,498 - -

Linfocitos NK <232 céls/mcL 5,81 1,63-20,69 0,016 0,873 6

Niveles séricos de C3 <103 mg/dL 2,39 1,18-4,86 0,016 0,873 2

IC: intervalo de confianza; NK: natural killer (asesino natural); OR: odds ratio (razon de ventajas).

Bondad de ajuste del modelo: P de Hosmer-Lemeshow = 0,785.
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El nuevo modelo de regresidn logistica (Tabla 32), que presentd igualmente una excelente bondad de
ajuste (P de Hosmer-Lemeshow = 0,785), permitio asignar las siguientes puntuaciones: diagndstico pre-
trasplante de enfermedad aterotrombdtica (definida por la presencia de cardiopatia isquémica,
enfermedad arterial periférica y/o accidente cerebrovascular) (3 puntos), rechazo agudo del injerto en
los 6 primeros meses (2 puntos), recuento de linfocitos NK <232 céls/mcL (6 puntos) y niveles séricos de
C3 <103 mg/dL (2 puntos). El modelo caminado asi obtenido exhibié un area bajo la curva ROC de 0,736
(IC 95%: 0,657 - 0,815; P = 0,040) (Figura 29).

Figura 29. Areas bajo las curvas ROC de los distintos modelos de prediccién (inmunolégico, clinico y
combinado [clinico e inmunoldgico]) del riesgo de infeccidn global en el periodo post-trasplante tardio

(a partir del mes 6) en la cohorte de derivacion (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el

mes 6]). ROC: receiver operating characteristic (caracteristica operativa del receptor).
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7.8.4. Modelos de prediccidon de infeccion bacteriana en el periodo tardio

Finalmente realizamos un andlisis multivariante para establecer el peso relativo de los parametros
clinicos e inmunoldgicos que se habian revelado predictores del desarrollo de infeccién bacteriana
durante el periodo tardio (Tablas 22 y 26). Ademas, debido a su relevancia clinica y a la significacion
demostrada en el analisis univariante, forzamos la inclusion en el modelo del rechazo agudo del injerto
en los 6 primeros meses (Tabla 33). No se pudo elaborar un modelo exclusivamente inmunoldgico
debido a que sélo identificamos un parametro (los niveles séricos de C3) que estuviera asociada al
evento de interés. En este caso las variables seleccionadas fueron: estado serolégico pre-trasplante VHC

positivo (OR ajustado: 2,96; IC 95%: 0,96 - 9,15; P = 0,059), rechazo agudo en los 6 primeros meses (OR
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ajustado: 3,04; 1IC 95%: 1,24 - 7,34; P = 0,015) y niveles de C3 <103 mg/dL en el mes 6 (OR ajustado: 2,77;
IC 95%: 1,21 - 6,34; P = 0,016). El modelo exhibié una adecuada bondad de ajuste (P de Hosmer-
Lemeshow = 0,887). Conforme a sus correspondientes OR ajustados asignamos 3 puntos a cada variable.
El drea bajo la curva ROC de este modelo combinado (cinico e inmunoldgico) de prediccion de infeccidon
bacteriana tardia fue de 0,687 (IC 95%: 0,585 - 0,787; P = 0,051), superior a la obtenida en el modelo
clinico (area bajo la curva ROC: 0,599; IC 95%: 0,509 - 0,689; P = 0,024) (Figura 30).

Tabla 33. Andlisis multivariante (regresidn logistica) de los factores de riesgo tanto inmunoldgicos como

clinicos para el desarrollo de infeccidn bacteriana en el periodo post-trasplante tardio (a partir del mes

6) en la cohorte de derivacion (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Variables predictivas . OR IC 95% P Coeficiente Puntuacion
ajustado en el modelo

Estado seroldgico VHC (1gG) positivo 2,96 0,96-9,15 0,059 1,086 3
Rechazo agudo del injerto en los 6 3,04 1,24-7,43 0,015 1,111 3
primeros meses

FGe en el mes 6 [por 10 mL/min] 0,94 0,74-1,19 0,614 - -
Albumina sérica en el mes 6 0,68 0,24-1,94 0,474 - -
Niveles séricos de C3 <103 mg/dL 2,77 1,21-6,34 0,016 1,019 3

FGe: filtrado glomerular estimado; IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio VHC: virus de la hepatitis C.

Bondad de ajuste del modelo: P de Hosmer-Lemeshow = 0,887.

Figura 30. Areas bajo las curvas ROC de los modelos de prediccién (clinico y combinado [clinico e
inmunoldgico]) del riesgo de infeccidn bacteriana en el periodo post-trasplante tardio (a partir del mes
6) en la cohorte de derivacidon (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]). ROC:

receiver operating characteristic (caracteristica operativa del receptor).
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7.9. Rendimiento de los modelos combinados de prediccion en la cohorte de derivacion
En primer lugar analizamos el rendimiento de los modelos definitivos (es decir, los que combinan
parametros clinicos e inmunolégicos) en la prediccién del desarrollo de infeccién en la cohorte de

derivacidn a lo largo de los distintos periodos post-trasplante.

7.9.1. Rendimiento del modelo combinado de prediccion de infeccion global en el periodo intermedio

La Tabla 34 detalla la exactitud diagndstica (sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y precisién) del modelo
de prediccion de infeccidn global en el periodo post-trasplante intermedio, estratificado con arreglo a
los valores correspondientes a los distintos cuartiles (Q) y al punto de corte dptimo segun el estadistico J
de Youden (>4 puntos). Empleando como punto de corte el percentil (P) 25 (es decir, tomando el primer
cuartil [Q1] de la cohorte) se obtuvieron excelentes valores de sensibilidad (89,3%; IC 95%: 81,1 - 94,7) y
VPN (86,1%; IC 95%: 76,9 - 92,0). El punto de corte 6ptimo demostré unos valores de sensibilidad
(54,8%, IC 95%: 44,2 - 65,2) y especificidad (83,2%; IC 95%: 77,2 - 88,1) notables, traducidos en un VPP
del 60,7% (IC 95: 51,8 - 68,9) y un VPN del 79,5% (IC 95%: 75,5 - 83,0). La comparacion de las curvas
Kaplan-Meier de incidencia acumulada demostré diferencias significativas tanto en la estatificacion por
el punto de corte éptimo (20,2% [<4 puntos] versus 61,3% [>4 puntos]; P <0,00001) como por cuartiles
(13,3% [Q1] versus 22,1% [Q2] versus 32,9% [Q3] versus 60,2% [Q4]; P <0,00001). También obtuvimos
diferencias significativas en las tasas de incidencia acumulada en el mes 6 entre cuartiles (Figura 31).

Tabla 34. Exactitud diagndstica del modelo combinado (clinico e inmunolégico) para la prediccién del

desarrollo de infeccién global a lo largo del periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la

cohorte de derivacién (n = 292).

Corte

Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%)

Precision (%)

P25
P50
P75
Optimo®

89,3% (81,1 - 94,7)
72,0% (61,2 - 80,9)
46,2% (35,8 - 56,7)

31,6% (25,2 - 38,6)
60,4% (53,2 - 67,3)
85,2% (79,5 - 89,9)

38,3% (35,5-41,1
46,2% (40,9 - 51,6
59,7% (49,8 - 68,9

86,1% (76,9 - 92,0
82,1% (76,4 - 86,6
76,9% (73,3 - 80,3

50,2% (44,3 - 56,1
64,1% (58,3 - 69,7
72,7% (73,3 - 80,3

( ) )
( ) )
( ) )
( ) )

54,8% (44,2 - 65,2) 83,2% (77,2 - 88,1) 60,7% (51,8 -68,9) 79,5% (75,5 - 83,0

74,0% (68,6 - 79,0

)
)
)
)

IC: intervalo de confianza; P: percentil; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

® Seleccionado con arreglo al estadistico J de Youden (>4 puntos).

Aunque no habia sido disefiado especificamente con tal finalidad, analizamos el rendimiento del modelo

combinado de prediccién de infeccidn global obtenido tomando como evento de interés el desarrollo de
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Figura 31. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) en la prediccidon del desarrollo
de infeccion global a lo largo del periodo post-trasplante intermedio en la cohorte de derivacion:

comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte éptimo (a) o cuartiles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del periodo estratificadas por cuartiles (c). Q: cuartil.
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enfermedad por CMV a lo largo del periodo intermedio. La comparacion de las curvas Kaplan-Meier
demostroé igualmente diferencias significativas al estatificar el modelo por el punto de corte dptimo
(10,8% [<4 puntos] versus 33,9% [>4 puntos]; P <0,0001) o por cuartiles (7,0% [Q1] versus 12,7% [Q2]

versus 17,8% [Q3] versus 32,4% [Q4]; P <0,0001) (Figura 32).

7.9.2. Rendimiento del modelo combinado de prediccion de infeccion bacteriana en el periodo
intermedio

La exactitud diagndstica del modelo de prediccidon de infeccién bacteriana durante el periodo post-
trasplante intermedio es mostrada en la Tabla 35. Empleando como punto de corte el P25 (es decir,
tomando el Q1) se obtuvieron valores de sensibilidad (92,9%; IC 95%: 83,0 - 98,1) y VPN (88,6%; IC 95%:
74,0 - 95,5) aun superiores a los reportados anteriormente para el modelo de prediccion de infeccion
global. El punto de corte éptimo (>6,5 puntos) ofrecié valores se sensibilidad y especificidad del 54,4%
(1C95:40,7 -67,6) y el 85,4% (IC 95%: 80,2 - 89,7), respectivamente, con una precision (i.e., probabilidad
global de que un paciente sea adecuadamente clasificado) del 79,3% (IC 95%: 74,2 - 83,8).

Tabla 35. Exactitud diagndstica del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) para la predicciéon del

desarrollo de infeccion bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la

cohorte de derivacién (n = 292).

Corte Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%) Precision (%)
P25 92,9% (83,0 - 98,1) 13,3% (9,2 - 18,4) 20,8% (19,4 -22,3) 88,6% (74,0-95,5) 28,9% (23,8 - 34,6)
P50 77,2% (64,2 - 87,3) 52,8% (46,2 -59,3)  28,6% (24,8-32,7) 90,4% (85,3-93,9) 57,6% (51,7 - 63,3)
P75 54,4% (40,7 - 67,6) 83,3% (77,8-87,8)  44,3% (35,4-53,6) 88,2% (84,8-90,9) 77,6% (72,3 - 82,3)
) ) )

Optimo’ 54,4% (40,7 - 67,6) 85,4% (80,2 -89,7)  47,7% (38,1-57,4) 88,4% (85,2-91,1) 79,3% (74,2 - 83,8

IC: intervalo de confianza; P: percentil; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

® Seleccionado con arreglo al estadistico J de Youden (>6,5 puntos).

La comparacién de las curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada hasta el dia 180 post-trasplante
demostrd, una vez mas, diferencias significativas tanto al estatificar el modelo de prediccion segun el
punto de corte éptimo (11,0% [<6,5 puntos] versus 48,3% [>6,5 puntos]; P <0,0001) como por cuartiles
(5,6% [Q1] versus 12,3% [Q2] versus 15,6% [Q3] versus 44,8% [Q4]; P <0,0001) (Figura 33). La
comparacién entre los distintos cuartiles del modelo de las tasas de incidencia acumulada para ciertos
tipos especificos de infeccidn bacteriana (pielonefritis aguda, bacteriemia de cualquier origen, infeccidn

del lecho quirudrgico, neumonia e infeccion por C. difficile) en el mes 6 revelé de forma global diferencias
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Figura 32. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) en la prediccidn del desarrollo
de enfermedad por CMV a lo largo del periodo post-trasplante intermedio en la cohorte de derivacion:

comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte 6ptimo (a) o cuartiles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del periodo estratificadas por cuartiles (c). Q: cuartil.
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Figura 33. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) en la prediccidon del desarrollo
de infeccidn bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante intermedio en la cohorte de derivacion:
comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte dptimo (a) o cuartiles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del periodo estratificadas por cuartiles (c). Q: cuartil.
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Incidencia acumulada de pielonefritis
al final del periodo intermedio (%)

Incidencia acumulada de infeccién de lecho

quirdrgico al final del periodo intermedio (%)

Incidencia acumulada de infeccion por
C. difficile al final del periodo intermedio (%)

estadisticamente significativas. Con la excepcion de la infeccion por C. difficile, también hubo diferencias

proximas a la significacion en las incidencias acumuladas correspondientes a los Q3 y Q4, pero no asi en

otros cuartiles mas bajos (Figura 34).

Figura 34. Tasas de incidencia acumulada para ciertos sindromes especificos seguin cuartiles del modelo

combinado (clinico e inmunoldgico) de prediccién de infeccidon bacteriana a lo largo del periodo post-

trasplante intermedio en la cohorte de derivacién: (a) pielonefritis aguda, (b) bacteriemia de cualquier

foco, (c) infeccion de lecho quirlrgico, (d) neumonia y (e) infeccidén por Clostridium difficile. Q: cuartil.
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7.9.3. Rendimiento del modelo combinado de prediccion de infeccion global en el periodo tardio

La Tabla 36 expone, a su vez, los valores de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y precision

correspondientes al modelo combinado de prediccidon de infeccidon global durante el periodo post-

trasplante tardio (a partir del mes 6). La estratificacion de la cohorte basada en el P25 (delimitando asi el

Q1) ofrecid elevados valores de sensibilidad (94,2%; IC 95%: 84,1 - 98,8) y VPN (92,9%; IC 95%: 80,8 -

97,6). El punto de corte dptimo con arreglo al estadistico J de Youden (>7 puntos) arrojo, en este caso,

unos valores de sensibilidad del 69,2% (IC 95%: 54,9 - 81,3), especificidad del 64,3% (IC 95%: 55,9 - 72,2)
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y precision del 65,6% (IC 95%: 58,5 - 72,3). La comparacion de las curvas Kaplan-Meier de incidencia de
infeccién global tardia demostré diferencias significativas en la estratificaciéon segun el punto de corte
Optimo (21,6% [<7 puntos] versus 64,3% [>7 puntos]; P <0,0001) y segun cuartiles (10,3% [Q1] versus
29,3% [Q2] versus 55,4% [Q3] versus 79,7% [Q4]; P <0,00001) (Figura 35).

Tabla 36. Exactitud diagnéstica del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) para la prediccidon del

desarrollo de infeccion global a lo largo del periodo post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en la

cohorte de derivacién (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Corte Sensibilidad (IC95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%) Precision (%)

P25 94,2% (84,1 - 98,8) 27,3% (20,2 -35,4)  32,0% (29,5-34,7) 92,9% (80,8-97,6) 45,1% (38,0 - 52,4)
P50 69,2% (54,9 - 81,3) 64,3% (55,9 -72,2)  41,4% (34,7-48,4) 85,2% (78,9-89,8) 65,6% (58,5 - 72,3)
P75 40,4% (27,0 - 54,9) 90,2% (84,1-94,5)  60,0% (45,2 -73,2) 80,6% (76,8 - 83,9) 76,9% (70,4 - 82,6)
Optimo® 69,2% (54,9 - 81,3) 64,3% (55,9 -72,2)  41,4% (34,7-48,4) 85,2% (78,9-89,8) 65,6% (58,5 - 72,3)

IC: intervalo de confianza; P: percentil; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

® Seleccionado con arreglo al estadistico J de Youden (>7 puntos).

7.9.4. Rendimiento del modelo combinado de prediccion de infeccion bacteriana en el periodo tardio
Finalmente, procedimos a calcular la exactitud diagndstica (sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y
precision) del modelo de prediccién de infeccién bacteriana en el periodo tardio (Tabla 37). Debido a
qgue el modelo presenta un limitado rango de valores posibles, se optd por estratificar por terciles (T) en
lugar de cuartiles. Empleando como punto de corte el P33 (es decir, tomando el T1) se obtuvieron unos
valores de sensibilidad (75,7%; IC 95%: 58,8 - 88,2) y VPN (90,5%; IC 95%: 84,2 - 94,5) elevados. El punto
de corte 6ptimo (>4,5 puntos) se acompafié de unos valores de sensibilidad del 37,8% (IC 95%: 22,5 -
55,2), especificidad del 90,3% (IC 95%: 84,9 - 94,2) y precision del 81,1% (IC 95%: 75,2 - 86,2).

Tabla 37. Exactitud diagndstica del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) para la prediccion del

desarrollo de infeccidén bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en la

cohorte de derivacién (n = 276 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Corte Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%) Precision (%)

P33 75,7% (58,8 - 88,2) 49,1% (41,5-56,8)  23,9% (19,9-28,4) 90,5% (84,2 -94,5) 53,8% (46,8 - 60,3)
P66 37,8% (22,5 - 55,2) 90,3% (84,9-94,2)  45,2% (30,9-60,3) 87,3% (84,2-89,9) 81,1% (75,2 - 86,2)
Optimo® 37,8% (22,5 - 55,2) 90,3% (84,9-94,2)  45,2% (30,9-60,3) 87,3% (84,2-89,9) 81,1% (75,2 - 86,2)

IC: intervalo de confianza; P: percentil; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

® Seleccionado con arreglo al estadistico J de Youden (>4,5 puntos).
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Figura 35. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) en la prediccidn del desarrollo
de infecciéon global a lo largo del periodo post-trasplante tardio en la cohorte de derivacion:
comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte 6ptimo (a) o cuartiles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del seguimiento estratificadas por cuartiles (c). Q: cuartil.

a) 100+
X 754
< = punto de corte
B
E —— < punto de corte
3 507
.©
Q
C
()
=
Q
£ 257
’
0+ I I I
180 360 540 720
Tiempo desde el trasplante (dias)
b) 100+
8 757 -
®
= Q3
g
2 50 —— Q2
.©
§ —— Q1
=
Q
£ 259
0 I I 1
180 360 540 720
Tiempo desde el trasplante (dias)
c)
80 P <0,00001
T 1
— P=0,007
T8 | I
= 2 60 A
w5
S E
S &
£% 40- P=0280
© O [ 1
@ O
S O
£ .9 P=0,098
T g I 1
g5 207
el
0
Ql Q2 Q3 Q4

126



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

Figura 36. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) en la prediccidon del desarrollo
de infeccidon bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante tardio en la cohorte de derivacion:
comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte éptimo (a) o terciles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del seguimiento estratificadas por terciles (c). T: tercil.
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La comparacién de las curvas Kaplan-Meier también demostrd diferencias significativas en la
estratificacion de la cohorte segln el punto éptimo (14,7% [<4,5 puntos] versus 54,6% [>4,5 puntos]; P
<0,00001) y segun los diferentes terciles del modelo (10,8% [T1] versus 19,9% [T2] versus 54,6% [T3]; P

<0,00001) (Figura 36).

7.9.5. Evaluacidn de valor incremental y andlisis de sensibilidad en subgrupos

Como analisis complementario a los anteriores llevamos a cabo la estimacién del HR correspondiente a
cada incremento en un cuartil en el modelo combinado de predicciéon (o tercil en el caso de la infeccion
bacteriana tardia), tanto de forma cruda (no ajustada) como ajustada en un modelo de regresion de Cox
por covariables clinicamente relevantes (niumero de comorbilidades previas pre-trasplante, tiempo de
isquemia fria o desarrollo de rechazo agudo del injerto [tratada como covariable tiempo-dependiente]).
Ademads se realizaron una serie de andlisis de sensibilidad restringidos a subgrupos especificos de
pacientes: con o sin diagndstico pre-trasplante de diabetes mellitus, en funcién del tipo de donante, y
segun el uso de ATG en el tratamiento de induccion o de profilaxis antiviral frente a CMV. En el andlisis
de los modelos de predicciéon de infeccién (tanto global como bacteriana) durante el periodo post-
trasplante intermedio se obtuvieron valores de HR que oscilaron entre 1,718 y 4,954, alcanzando en
todos los casos la significacion estadistica (Figura 37). En relacion a los modelos combinados de
prediccidon durante el periodo tardio, observamos igualmente la significacién estadistica en todos los HR
excepto en el de infeccidn bacteriana en pacientes que recibieron un érgano procedente de un donante

en asistolia (HR [por incremento de un tercil]: 1,800; IC 95%: 0,774 - 4,189; P = 0,172) (Figura 38).

7.10. Rendimiento de los modelos combinados de prediccidn en la cohorte de validacién

Por ultimo fue evaluado en la cohorte de validacion el rendimiento de los modelos combinados (clinicos
e inmunoldgicos) a lo largo de los distintos periodos post-trasplante.

Durante el periodo intermedio la capacidad de discriminacion del modelo combinado de infeccién global
(drea bajo la curva ROC: 0,753; IC 95%: 0,650 - 0,821; P <0,001) fue ligeramente menor al obtenido en el
modelo clinico (area bajo la curva ROC: 0,764; IC 95%: 0,685 - 0,853; P <0,001). En el caso de la infeccidon
bacteriana observamos una relacién analoga entre el modelo combinado (area bajo la curva ROC: 0,716;
IC 95%; 0,600 - 0,797; P <0,001) y el basado en variables exclusivamente clinicas (area bajo la curva ROC:

0,722; 1C 95%; 0,615 - 0,820; P <0,001) (Figura 39).
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Figura 37. Evaluacion de valor incremental y andlisis de sensibilidad: hazard ratios (tanto crudo como

ajustados por covariables relevantes) y sus correspondientes intervalos de confianza del 95% para cada

incremento en un cuartil en el modelo combinado (clinico e inmunolégico) de prediccidon del desarrollo

de infeccidn global (a) y bacteriana (b) a lo largo del periodo post-trasplante intermedio en la cohorte de

derivacidon global y en ciertos subgrupos especificos de pacientes. ATG: antithymocyte globulin

(globulina antitimocitica policlonal); CMV: citomegalovirus; HR: hazard ratio.

®Incluida como variable tiempo-dependiente.
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Figura 38. Evaluacion de valor incremental y andlisis de sensibilidad: hazard ratios (tanto crudo como

ajustados por covariables relevantes) y sus correspondientes intervalos de confianza del 95% para cada

incremento en un cuartil o en un tercil en el modelo combinado (clinico e inmunoldgico) de prediccion

del desarrollo de infeccién global (a) y bacteriana (b) a lo largo del periodo post-trasplante tardio en la

cohorte de derivacion global y en ciertos subgrupos especificos de pacientes. ATG: antithymocyte

globulin (globulina antitimocitica policlonal); CMV: citomegalovirus; HR: hazard ratio.
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Figura 39. Areas bajo las curvas ROC de los distintos modelos de prediccién (inmunoldgico, clinico y
combinado [clinico e inmunoldgico]) del riesgo de infeccidn global (a) y bacteriana (b) en el periodo
post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la cohorte de validaciéon (n = 151 [pacientes vivos y con

injerto funcionante en el mes 1]). ROC: receiver operating characteristic (caracteristica operativa del

receptor).
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Respecto al periodo tardio, la capacidad de discriminacion en la cohorte de validacion del modelo
combinado para infeccién global (area bajo la curva ROC: 0,700; IC 95%: 0,580 - 0,820; P = 0,003) fue
superior a la del modelo clinico (area bajo la curva ROC: 0,638; IC 95%: 0,520 - 0,757; P = 0,024). Por otra
parte, el rendimiento del modelo combinado para infeccion bacteriana tardia (area bajo la curva ROC:
0,631;1C95%: 0,470 - 0,771; P = 0,163) fue virtualmente superponible al del modelo clinico (area bajo la

curva ROC: 0,631; IC 95%: 0,467 - 0,747; P = 0,126) (Figura 40).

131



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

Figura 40. Areas bajo las curvas ROC de los distintos modelos de prediccién (inmunoldgico, clinico y
combinado [clinico e inmunoldgico]) del riesgo de infeccidn global (a) y bacteriana (b) en el periodo
post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en la cohorte de validacién (n = 138 [pacientes vivos y con

injerto funcionante en el mes 6]). ROC: receiver operating characteristic (caracteristica operativa del

receptor).
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7.10.1. Rendimiento del modelo combinado de prediccion de infeccion global en el periodo intermedio
Los valores de exactitud diagndstica correspondientes al modelo de prediccion de infeccion global
durante el periodo intermedio en la cohorte de validacién son mostrados en la Tabla 38. El punto de
corte 6ptimo (>3 puntos) exhibid una sensibilidad del 71,7% (IC 95%: 57,7 - 83,2) y especificidad del

72,2% (IC 95%: 62,1 - 80,8), clasificando correctamente al 72,0% (IC 95%: 64,1 - 79,0) de los pacientes
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incluidos en la cohorte de validacidon. La comparacién de las curvas Kaplan-Meier de incidencia
acumulada demostrd diferencias significativas tanto al estatificar por el punto de corte dptimo (24,5%
[=3 puntos] versus 59,5% [>3 puntos]; P <0,00001) como por cuartiles (15,8% [Q1] versus 16,7% [Q2]
versus 49,2% [Q3] versus 64,3% [Q4]; P <0,00001). También observamos diferencias significativas al
comparar la tasas de incidencia acumulada en el dia 180 post-trasplante en cada cuartil (Figura 41).

Tabla 38. Exactitud diagndstica del modelo combinado (clinico e inmunolégico) para la prediccién del

desarrollo de infeccién global a lo largo del periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la

cohorte de validacion (n = 151 pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 1).

Corte Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%) Precision (%)

P25 88,7% (76,9 - 95,7) 32,9% (23,8-43,3)  41,9% (37,9-46,1) 84,2% (70,5-92,3) 52,7 (44,4 - 60,9)
P50 77,4% (63,8 - 87,7) 65,9% (55,7 - 75,3)  55,4% (47,6 - 62,9) 84,2% (76,1-89,9) 70,0% (61,9 - 77,2)
P75 43,4% (29,8 - 57,7) 83,9% (74,5-90,9)  62,2% (48,2 -74,4) 70,9% (65,4 - 75,8) 68,6% (60,2 - 76,2)
Optimo®  71,7% (57,7 - 83,2) 72,2% (62,1-80,8)  58,5% (49,5 - 66,9) 82,4% (74,9 -87,9) 72,0% (64,1 -79,0)

IC: intervalo de confianza; P: percentil; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

® Seleccionado con arreglo al estadistico J de Youden (>3 puntos).

7.10.2. Rendimiento del modelo combinado de prediccion de infeccion bacteriana en el periodo
intermedio

Los parametros de exactitud diagndstica correspondientes al modelo combinado de prediccidon de
infeccion bacteriana en el periodo intermedio son detallados en la Tabla 39. Al estratifica la cohorte de
validacion en funcién del punto de corte éptimo (>4,5 puntos) obtuvimos una sensibilidad del 57,9% (IC
95%: 40,8 - 73,7) y especificidad del 69,9% (IC 95%: 60,6 - 78,2).

Tabla 39. Exactitud diagndstica del modelo combinado (clinico e inmunolégico) para la prediccion del

desarrollo de infeccion bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante intermedio (meses 1 a 6) en la

cohorte de validacion (n = 151 pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 1).

Corte Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%) Precision (%)
P25 84,2% (68,8 - 93,4) 38,9% (29,9 -48,6)  31,7% (27,5-36,2) 88,0(77,3-94,1) 50,3% (42,1 - 58,6)
P50 76,7% (39,2- 58,3) 48,7% (39,2 -58,3)  33,3% (27,9-39,2) 85,9% (77,0-91,8) 55,6% (47,3 - 63,7)
P75 44,5% (28,2 - 61,7) 81,4% (73,0-88,1)  44,7% (32,4-57,5) 81,4% (76,5-85,5) 72,2% (64,3 - 79,2)
( ) )

Optimo®  57,9% (40,8 - 73,7) 69,9% (60,6 - 78,2)  39,3% (30,5 - 48,9

83,2% (76,9 - 87,9) 66,9% (58,8 - 74,3

IC: intervalo de confianza; P: percentil; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

® Seleccionado con arreglo al estadistico J de Youden (>4,5 puntos).
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Figura 41. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunolégico) en la prediccion del desarrollo
de infeccion global a lo largo del periodo post-trasplante intermedio en la cohorte de validacion:

comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte éptimo (a) o cuartiles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del periodo estratificadas por cuartiles (c). Q: cuartil.

a) 100~
X 757
<= —— = punto de corte
ae]
Lé ' —— < punto de corte
3 507
Ris
O ]
c
m | ]
=]
£ 25- '
G T T T T 1
30 60 90 120 150 180
Tiempo desde el trasplante (dias)
b) 1001
X 757
Ee] ]
£
8 50_ I — QZ
o !
g 1 , —
8
(8]
£ 254
l—u
0-_'_|'_H_. I I I I
30 60 90 120 150 180
Tiempo desde el trasplante (dias)
C) 80 - P <0,00001
1
P=0,347
R ! '
£ 60 P=0,003
© .2 I |
© O
B £
S
g ‘%” 40
s 8
§ g P =1,000
-§ E 20 4 [ 1
0 -
Qi Q2

134



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en

receptores de trasplante renal

Figura 42. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) en la prediccidon del desarrollo
de infeccién bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante intermedio en la cohorte de validacion:

comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte éptimo (a) o cuartiles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del periodo estratificadas por cuartiles (c). Q: cuartil.
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En este caso la precision (66,9%; IC 95%: 58,8 - 74,3) fue menor al observado en el modelo de infeccion
global. La comparacién de las curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada hasta el dia 180 post-
trasplante volvieron a mostrar diferencias significativas al estatificar segin el punto de corte éptimo
(16,3% [<4,5 puntos] versus 41,2% [>4,5 puntos]; P <0,001) o segun cuartiles (10,5% [Q1] versus 21,4%

[Q2] versus 25,8% [Q3] versus 46,7% [Q4]; P =0,001) (Figura 42).

7.10.3. Rendimiento del modelo combinado de prediccion de infeccion global en el periodo tardio

La Tabla 40 ofrece los valores de exactitud diagndstica (sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y precisién)
con sus correspondientes IC 95% exhibidos por el modelo combinado de prediccién de infeccion global
tardia en la cohorte de validacion. El punto de corte 6ptimo con arreglo al estadistico J de Youden (>7
puntos) arrojo unos valores de sensibilidad del 70,8% (IC 95%: 48,9 - 87,4), especificidad del 61,1% (IC
95%: 48,9 - 72,4) y precision del 65,5% (IC 95%: 53,1 - 73,1). De forma analoga al comportamiento del
modelo previo, la estratificacidon segun el P25 (es decir, seleccionado el Q1 de la cohorte) ofrecié una
sensibilidad (91,7%; IC 95%: 73,0 - 98,9) y VPN (88,9%; IC 95%: 65,5 - 97,0) muy elevados.

Tabla 40. Exactitud diagndstica del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) para la predicciéon del

desarrollo de infeccion global a lo largo del periodo post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en la

cohorte de validacion (n = 138 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Corte Sensibilidad (IC 95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%) Precision (%)

P25 91,7% (73,0 - 98,9) 22,2% (13,3-33,6)  28,2% (24,8-31,8) 88,9% (66,5-97,0) 39,6% (29,8 - 50,1)
P50 70,8% (48,9 - 87,4) 61,1% (48,9-72,4)  37,8%(29,2-47,2) 86,3% (76,6 -92,3) 63,5% (53,1-73,1)
P75 41,7% (22,1 - 63,4) 84,7% (74,3-92,1)  47,6% (30,7-65,2) 81,3% (75,4-86,1) 73,9% (64,0 - 82,4)
Optimo®  70,8% (48,9 - 87,4) 61,1% (48,9-72,4)  37,8%(29,2-47,2) 86,3% (76,6 -92,3) 65,5% (53,1 -73,1)

IC: intervalo de confianza; P: percentil; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

® Seleccionado con arreglo al estadistico J de Youden (>7 puntos).

Probablemente como consecuencia del nimero relativamente pequefio de eventos tardios en la
cohorte de validacién, la comparacién de las curvas Kaplan-Meier ofrecié diferencias menos marcadas,
si bien significativas, al estatificar el modelo por el punto de corte dptimo obtenido mediante el
estadistico J de Youden (22,7% [<7 puntos] versus 41,3% [>7 puntos]; P = 0,008) o por los diferentes
cuartiles (12,5% [Q1] versus 15,1% [Q2] versus 34,9% [Q3] versus 48,7% [Q4]; P = 0,007). En cualquier

caso se mantuvo la progresividad en la estratificacion del riesgo (Figura 43).

136



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

Figura 43. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) en la prediccidn del desarrollo
de infeccion global a lo largo del periodo post-trasplante tardio en la cohorte de validacion:
comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte 6ptimo (a) o cuartiles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del seguimiento estratificadas por cuartiles (c). Q: cuartil.
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7.10.4. Rendimiento del modelo combinado de prediccion de infeccion bacteriana en el periodo tardio
Finalmente, en la Tabla 41 se expone la exactitud diagndstica en la cohorte de validacion del modelo
combinado de prediccion de infeccion bacteriana tardia. El punto de corte éptimamente seleccionado
(>1,5 puntos), que en este caso coincidid con el T1, se acompafidé de unos valores de sensibilidad (73,3%;
IC 95%: 44,9 - 92,2) y especificidad (48,8%; IC 95%: 37,9 - 59,9) mas modestos, traducidos a su vez en
una precision de tan sélo el 52,5% (IC 95%: 42,3 - 62,5). No se observaron diferencias significativas al
comparar las curvas Kaplan-Meier de incidencia acumulada estratificadas por dicho punto de corte
Optimo (14,9% [<1,5 puntos] versus 21,3% [>1,5 puntos]; P = 0,208) ni por terciles (9,0% [T1] versus
18,9% [T2] versus 27,3% [T3]; P = 0,141) (Figura 44).

Tabla 41. Exactitud diagnéstica del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) para la prediccidn del

desarrollo de infeccién bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante tardio (a partir del mes 6) en la

cohorte de validacion (n = 138 [pacientes vivos y con injerto funcionante en el mes 6]).

Corte Sensibilidad (IC95%) Especificidad (IC 95%) VPP (IC 95%) VPN (IC 95%) Precision (%)

P33 73,3% (44,9 - 92,2) 48,8% (37,9-59,9)  20,0% (14,7 -26,6) 91,3% (81,5-96,2) 52,5% (42,3 - 62,5)
P66 26,7% (7,8 - 55,1) 87,2% (78,3-93,4)  26,7% (11,8-49,8) 87,2% (83,3-90,3) 78,2% (68,9 - 85,8)
Optimo®  73,3% (44,9 - 92,2) 48,8% (37,9-59,9)  20,0% (14,7 -26,6) 91,3% (81,5-96,2) 52,5% (42,3 - 62,5)

IC: intervalo de confianza; P: percentil; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

® Seleccionado con arreglo al estadistico J de Youden (>1,5 puntos).

7.10.5. Evaluacion del valor incremental y andlisis de sensibilidad en subgrupos

De forma andloga al analisis realizado en la cohorte de derivacidn, estimamos los HR correspondientes a
cada incremento en un cuartil o en un tercil en el modelo de prediccidon (tanto de forma cruda como
ajustada por covariables relevantes) en la cohorte de validacion. Realizamos igualmente una serie de
analisis de sensibilidad restringidos a subgrupos especificos de pacientes (con o sin diabetes mellitus,
induccién con ATG, profilaxis frente a CMV u dérgano procedente de un donante en asistolia).

En los modelos de prediccion del desarrollo de infecciéon global o bacteriana durante el periodo
intermedio se obtuvieron valores de HR que oscilaron entre 1,525 y 2,776, alcanzando la significacion
estadistica en todos los casos con la excepcion del modelo de prediccion de infeccidon bacteriana en
pacientes que recibieron un érgano procedente de un donante en asistolia (HR [por incremento de un

cuartil]: 2,191; IC 95%: 0,994 - 4,830; P = 0,052) (Figura 45).
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Figura 44. Rendimiento del modelo combinado (clinico e inmunoldgico) en la prediccién del desarrollo

de infeccidén bacteriana a lo largo del periodo post-trasplante tardio en la cohorte de validacion:

comparacion de curvas Kaplan-Meier estratificadas por el punto de corte éptimo (a) o terciles (b), y de

tasas de incidencia acumulada al final del seguimiento estratificadas por terciles (c). T: tercil.
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Figura 45. Evaluacion de valor incremental y andlisis de sensibilidad: hazard ratios (tanto crudo como

ajustados por covariables relevantes) y sus correspondientes intervalos de confianza del 95% para cada

incremento en un cuartil en el modelo combinado (clinico e inmunolégico) de prediccidon del desarrollo

de infeccidn global (a) y bacteriana (b) a lo largo del periodo post-trasplante intermedio en la cohorte de

validacion global y en ciertos subgrupos especificos de pacientes. ATG: antithymocyte globulin (globulina

antitimocitica policlonal); CMV: citomegalovirus; HR: hazard ratio.
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Figura 46. Evaluacion de valor incremental y andlisis de sensibilidad: hazard ratios (tanto crudo como

ajustados por covariables relevantes) y sus correspondientes intervalos de confianza del 95% para cada

incremento en un cuartil o en un tercil en el modelo combinado (clinico e inmunoldgico) de prediccion

del desarrollo de infeccién global (a) y bacteriana (b) a lo largo del periodo post-trasplante tardio en la

cohorte de derivacion global y en ciertos subgrupos especificos de pacientes. ATG: antithymocyte

globulin (globulina antitimocitica policlonal); CMV: citomegalovirus; HR: hazard ratio.
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En relacién a los modelos de prediccion para el periodo post-trasplante tardio, el menor nimero de
eventos condicioné la presencia de IC 95% mas amplios y que no se alcanzara la significacion estadistica
en la mayor parte de los andlisis de subgrupos, si bien el sentido y la magnitud de los HR fueron

similares a los observados en la cohorte de derivacién (Figura 46).

7.10.6. Calibracion de los modelos combinados en las cohortes de derivacion y validacion

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las cohortes de derivacién y de
validacion al comparar las tasas de incidencia acumulada dentro de cada cuartil o tercil al final del
correspondiente periodo post-trasplante, ya fuera intermedio (Figura 47) o tardio (Figura 48).

Figura 47. Calibracion de los modelos combinados de prediccidon: comparacion entre las cohortes de

derivacidn y validacion de las incidencias acumuladas al final del periodo post-trasplante intermedio

para infeccion global (a) y bacteriana (b) estratificadas por cuartiles. Q: cuartil.
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Figura 48. Calibracion de los modelos combinados de prediccidon: comparacion entre las cohortes de
derivacién y validacién de las incidencias acumuladas al final del periodo post-trasplante intermedio

para infeccidn global (a) y bacteriana (b) estratificadas por cuartiles o terciles. Q: cuartil; T: tercil.
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Este hallazgo sugiere una buena calibracién de los modelos (es decir, la coincidencia entre las
probabilidades predichas y las frecuencias observadas del evento). Cabe destacar, empero, la existencia
de una clara diferencia numérica entre ambas cohortes en la incidencia de infeccién bacteriana tardia
en los pacientes agrupados dentro del T3 (45,2% versus 26,7%, respectivamente; P = 0,336).

Tampoco observamos diferencias significativas en la comparacién de las curvas Kaplan-Meier de
incidencia acumulada hasta el dia 180 post-trasplante entre las cohortes de derivacién y de validacion al
estratificar por cuartiles del modelo de prediccién de infeccidn global (Figura 49) o bacteriana (Figura

50) durante el periodo post-trasplante intermedio (P >0,05 en todas las comparaciones).
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Figura 49. Calibracion de los modelos combinados de prediccién: comparacion de las curvas Kaplan-
Meier de incidencia acumulada de infeccién global al final del periodo post-trasplante intermedio entre

las cohortes de derivacidn (trazo claro) y validacién (trazo oscuro) estratificadas por primer (a), segundo

(b), tercer (c) y cuarto cuartil (d).
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En relacion con la capacidad de discriminacion de los modelos disefiados para el periodo post-trasplante
intermedio, no se observaron diferencias significativas al comparar las areas bajo la curva ROC entre
ambas cohortes, ya fuera para en infeccion global (0,771 [cohorte de derivacidn] versus 0,753 [cohorte
de validacién]; P = 0,667) o bacteriana (0,765 versus 0,716, respectivamente; P = 0,474). Tampoco
obtuvimos diferencias significativas en la comparacidn de las areas bajo la curva ROC para los modelos
de infeccion tardia, ya fuera global (0,736 [cohorte de derivacién] versus 0,700 [cohorte de validacidn];

P =0,646) o bacteriana (0,687 versus 0,631, respectivamente; P = 0,500).
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Figura 50. Calibracion de los modelos combinados de prediccién: comparacion de las curvas Kaplan-

Meier de incidencia acumulada de infeccién bacteriana al final del periodo post-trasplante intermedio

entre las cohortes de derivacion (trazo claro) y validacion (trazo oscuro) estratificadas por primer (a),

segundo (b), tercer (c) y cuarto cuartil (d).
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8. DISCUSION
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La presente investigacién estd motivada por la necesidad de perfeccionar las aproximaciones que en la
actualidad se aplican a la hora de individualizar el riesgo de infeccidon post-trasplante en los receptores
de TR. La Unica estrategia con un grado significativo de implantacidn clinica se limita a la monitorizacion
terapéutica de los niveles plasmaticos de farmacos inmunosupresores (fundamentalmente circunscrita a
anti-calcineurinicos e inhibidores de la mTOR) [9,10]. Este abordaje, unidimensional y estrictamente
farmacocinético, se ve justificado por los estrechos margenes terapéuticos exhibidos por estos farmacos
y la relativa variabilidad inter-individual en determinados aspectos de su metabolismo, como demuestra
el impacto sobre los niveles de tacrélimus de las variantes alélicas de ciertos SNP en los genes CYP3A4 y
CYP3A5 [154]. Si bien la monitorizacidn terapéutica de los farmacos inmunosupresores ha demostrado
su valor en la evaluacién del riesgo de rechazo, el correlato entre este parametro y el desarrollo de
eventos relacionados con el exceso de inmunosupresion (como es la infeccidon post-trasplante) resulta
menos evidente. Por ejemplo, en la presente experiencia no encontramos diferencias significativas en
los niveles valle de tacrélimus o de mofetil micofenolato medidos en los meses 1 o 6 entre los pacientes
que sufrieron posteriormente algun episodio de infeccién y los que permanecieron libres de tal
complicacion (Tablas 18 y 19). De este modo, resulta atractiva la idea de incorporar en la toma de
decisiones clinicas algin parametro de naturaleza farmacodindmica capaz de reflejar en mayor medida
el impacto funcional del tratamiento inmunosupresor sobre la respuesta del huésped.

A través de una metodologia basada en la construccién sucesiva de tres modelos de prediccién (clinico,
inmunoldgico y combinado), hemos tratado de ofrecer una aproximacion integradora a la multiplicidad
de parametros que condicionan la susceptibilidad individual del receptor de TOS. La formulacién por
parte de Fishman [138] del concepto de “estado neto de inmunosupresion” obedeceria a esta vision
holistica de la patogénesis de la infeccion post-trasplante, en la que se suman efectos directamente
atribuibles al tratamiento inmunosupresor (como el tipo de farmaco empleado, la duracidn del régimen
o la dosis acumulada) junto con otros relacionados con la enfermedad de base del paciente, sus
comorbilidades, las complicaciones perioperatorias, la funciéon del injerto o el estado nutricional. Por
otra parte el propio Fishman propone como segundo vector etiopatogénico la exposicion ambiental a
determinados microorganismos, que estaria condicionada a su vez por el estrecho contacto con el
medio sanitario al que con frecuencia se ve sometido el receptor de TOS, tanto en la fase pre-trasplante

(e.g., tiempos en dialisis en los candidatos a TR) como en el periodo posterior (e.g., presidn antibidtica,
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uso de catéteres intravasculares o urinarios, o realizacidon de procedimientos invasivos) [131]. A partir de
este fundamento tedrico podriamos aventurar que el modelo predictivo exclusivamente inmunoldgico
refleja, en esencia, este estado neto de inmunosupresion. El modelo clinico, por su parte, traduciria mas
bien factores relacionados con la exposicién ambiental o epidemioldgica. Al sumar ambos tipos de
variables, el modelo combinado (es decir, basado en pardmetros tanto clinicos como inmunoldgicos)
veria optimizada su capacidad predictiva. Esta hipdtesis parece ser corroborada por la mayor capacidad
de discriminacién (evaluada a través del area bajo la curva ROC) que hemos observado en los modelos
combinados de prediccidn respecto a los modelos clinicos o inmunoldgicos, tanto para la cohorte de
derivacidn (Figuras 27 a 30) como, en menor medida, para la de validacion (Figuras 39 y 40).

La susceptibilidad a la infeccidon en receptores de TOS, por otra parte, es un fenédmeno dindmico y
cambiante a lo largo del tiempo. De este modo, la contribucién relativa de los dos vectores antes citados
(el estado neto de inmunosupresion y la exposicion ambiental) experimenta modificaciones durante el
seguimiento tras el trasplante que obliga a analizar separadamente distintos escenarios temporales. El
cronograma clasico de la epidemiologia de la infeccidn en el TOS tiende a distinguir tres periodos, cada
uno de ellos con diferentes condicionantes etiopatogénicos [131,138]. En el periodo precoz (primer
mes) tenderia a predominar la infeccion nosocomial o asociada al cuidado sanitario (e.g., infeccion del
lecho quirdrgico o bacteriemia asociada a catéteres intravasculares), toda vez que los factores peri-
operatorios juegan en ella un papel mas relevante que los atribuibles al tratamiento inmunosupresor.
Durante el periodo intermedio (entre el primer y el sexto mes) la carga de inmunosupresion alcanza su
nivel maximo, por lo que predomina la infeccidon oportunista propiamente dicha. A partir del sexto mes
post-trasplante (periodo tardio), conforme disminuye gradualmente el nivel de inmunosupresion, tanto
la incidencia como los agentes causales de la infeccion comienzan a asimilarse a los observados en la
poblacidn general. Cabe destacar que este esquema relativamente lineal se ha visto progresivamente
cuestionado atendiendo al impacto de diversos fendmenos, tales como la administracién de profilaxis
durante periodos cada vez mas prolongados o la necesidad de incrementar de forma tardia la intensidad
del tratamiento inmunosupresor tras el desarrollo de rechazo o la recidiva de ciertas enfermedades de
base [81,155]. No obstante, nuestra experiencia se acomoda a este cronograma clasico. La infeccién del
lecho quirdrgico fue predominante durante el periodo precoz (Tabla 11), mientras que la incidencia de

infecciones genuinamente oportunistas, tales como la enfermedad por CMV o la candidiasis invasora

148



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

(Figura 7 y Tabla 15), fueron maximas en el periodo intermedio. Esta circunstancia podria justificar la
imposibilidad de generar un modelo predictivo inmunoldgico (y, por tanto, el correspondiente modelo
combinado) para la infeccidon durante el periodo post-trasplante precoz. De forma concordante con
nuestros estudios previos [27,56,86], no encontramos diferencias estadisticamente significativas en
ninguno de los pardmetros inmunoldgicos evaluados en el momento basal (pre-trasplante) entre
pacientes con o sin infeccién precoz (Figuras 17 a 19). Sélo ciertos pardmetros clinicos relacionados con
las comorbilidades del receptor (EPOC) y su enfermedad renal de base (nefropatia diabética) parecieron
desempefiar un papel predictor del desarrollo de infeccién global o bacteriana durante el primer mes.
Un estudio multicéntrico derivado de la cohorte RESITRA también demostré una mayor incidencia de
infeccién de lecho quirurgico entre receptores diabéticos [156]. Podriamos afirmar, por tanto, que en la
patogenia de la infeccidon precoz el estado neto de inmunosupresion ejerce un papel relativamente
menor, por lo que la monitorizacién inmunolégica no aporta un beneficio apreciable en dicho periodo.

La utilidad de los modelos combinados (clinicos e inmunoldgicos), por el contrario, resultd maxima en la
prediccion del desarrollo de infeccidn a lo largo del periodo intermedio. Asi, las areas bajo la curva ROC
para infeccion tanto global como bacteriana en la cohorte de derivacion fueron elevadas (0,771 y 0,765,
respectivamente), sugiriendo una buena capacidad de discriminacion (es decir, la probabilidad de que
un par cualquiera de pacientes con y sin infeccidon durante ese periodo fuera correctamente clasificado).
Ambas areas bajo la curva ROC fueron superiores, ademas, a las estimadas para los modelos clinicos e
inmunoldgicos (Figuras 27 y 28). En el modelo combinado de infeccién global fueron incluidos
parametros demograficos (edad del receptor) y otros puramente clinicos que pueden reflejar un curso
post-trasplante complicado y, por tanto, mayor fragilidad y hospitalizacion prolongada (necesidad de
reintervencion quirdrgica durante el primer mes y funcion del injerto [medida como FGe] en el dia 30),
junto a variables inmunoldgicas que informan acerca de la funcionalidad de la respuesta celular
(linfocitos T CD4" <30 céls/mcL), humoral (linfocitos B <110 céls/mcL y niveles séricos de IgA <115
mg/dL), y del sistema del complemento (niveles séricos de C3 <76 mg/dL) (Tabla 28). El papel deletéreo
de la inmunosenescencia sobre el riesgo de infeccion estd bien documentado, particularmente en el
contexto del TOS [157,158], por lo que no sorprende que la edad del receptor se mantuviera en el
modelo final. En cuanto a la infeccidn bacteriana, las variables que incorporamos al modelo combinado

de prediccidn volvieron a ser la edad del receptor y la funcién del injerto (en este caso evaluada por la
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necesidad o no de didlisis en las primeras semanas), a las que se asocié el antecedente de infeccion
bacteriana en el primer mes (que probablemente actie como un marcador subrogado del desarrollo de
complicaciones quirurgicas, estancia hospitalaria prolongada y presién antibiética) y dos parametros
inmunoldgicos (niveles sericos de IgG <500 mg/dL y recuento de linfocitos NK <68 céls/mcL). Dentro de
las diferentes clases de inmunoglobulinas, la IgG es la que ejerce un papel mas relevante en la opsono-
fagocitosis de las bacterias extracelulares (sobre todo encapsuladas) y en la citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos, ademads de activar eficientemente la via clasica del sistema del complemento
[159]. Tanto nuestros trabajos [27,160] como un meta-analisis previo [28] indican que la magnitud de la
HGG IgG incrementa de forma directa y proporcional la susceptibilidad a la infeccidon bacteriana, con
riesgos particularmente elevados en presencia de formas graves (niveles de IgG <400-500 mg/dL). Los
linfocitos NK, por su parte, desempefian un papel relevante en la sintesis de citoquinas con potente

"e"cD16"™) y en la citotoxicidad directa

actividad antiviral como el interferon-y (subpoblacién CD56
(subpoblacién CD56dimCD16high) [161]. En esta ultima funcidn, ademas, los linfocitos NK tienen la ventaja,
frente a los linfocitos T CD8", de no estar restringidos por moléculas HLA ni requerir los pasos previos de
reconocimiento antigénico y activacién. En otros trabajos ya habiamos demostrado que el recuento de
linfocitos NK predice mejor que el de otras subpoblaciones linfocitarias el desarrollo de infeccion
oportunista en receptores de trasplante hepdtico [162] o el de zdster en receptores de TR [163]. Por
ello, la inclusién de ambos parametros en el modelo final parece plenamente justificada.

La aplicabilidad clinica de un modelo, mds alld de su capacidad de discriminacién, depende en buena
medida de su exactitud diagndstica y de la posibilidad de establecer un valor de corte de anélisis de
decision 6ptimo [164]. En ese sentido, los umbrales seleccionados mediante la aplicacion del estadistico
J de Youden para los modelos combinados de infeccidn global (>4 puntos) y bacteriana (>6,5 puntos)
exhibieron un rendimiento notable, con un VPP que oscild entre el 47,4% y el 60,7%, y una precision del
74,0% al 79,3% (Tablas 34 y 35). Evidentemente, la seleccién del punto de corte ideal debera estar
supeditada al contexto asistencial al que se pretenda aplicar el modelo predictivo. Si el objetivo del
clinico consiste en la identificacidon de un subgrupo de pacientes con un riesgo muy bajo de infeccién (en
los que, por tanto, se pudiera plantear la suspensién de profilaxis antimicrobianas o la flexibilizacién del

seguimiento clinico), se deberia recurrir a umbrales bajos que mostraran una elevada sensibilidad [165].

Empleando como punto de corte el P25 de cada modelo (es decir, seleccionado el 25% de los pacientes
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con puntuaciones mds bajas o, dicho con otras palabras, el Q1) obtuvimos una sensibilidad y un VPN del
89,3% y 86,1% para el desarrollo de infeccion global, y del 92,9% y 88,6% para la infeccion bacteriana.
En virtud al teorema de Bayes, el VPP de cualquier test diagnéstico (los modelos de prediccion en este
caso) es directamente proporcional a la prevalencia de la enfermedad en cuestién (esto es, la odds pre-
prueba). Por ese motivo, aunque la aplicacion del P75 (es decir, tomando al 75% de los pacientes con
puntuaciones mas bajas, integrados en los tres primeros cuartiles [Q1 a Q3]) como punto de corte
arrojara una excelente especificidad tanto en el modelo de infeccidn global como bacteriana (85,2% y
83,3%, respectivamente), la capacidad de predecir qué pacientes van a desarrollar el evento de interés
(es decir, el VPP en nuestro contexto clinico en concreto) fue menor (59,7% y 44,3%).

Cabe destacar que el valor incremental (es decir, el exceso de riesgo que se asocia a cada incremento
unitario en el marcador) de los modelos aplicados al periodo intermedio y estratificados por cuartiles
oscild entre el 87% (HR no ajustado: 1,875) y el 127% (HR no ajustado: 2.274) para la infecciéon global y
la bacteriana, respectivamente. Dichos valores permanecieron en esencia sin variaciones tras ajustar el
analisis de regresion de Cox por ciertas covariables clinicamente relevantes que pudieran actuar como
modificadores del efecto, como la carga de comorbilidad pre-trasplante, el tiempo de isquemia fria o el
desarrollo de rechazo agudo. Este Ultimo evento fue analizado como variable tiempo-dependiente,
procedimiento que tiene en cuenta la ausencia de proporcionalidad en la exposicion al riesgo a lo largo
del tiempo (es decir, dado que la incidencia de rechazo no fue constante en cada periodo de exposicidn,
tampoco lo fue su impacto sobre la susceptibilidad a la infeccién) [166]. La consistencia de los modelos
de prediccion se vio igualmente reforzada mediante una serie de analisis de sensibilidad restringidos a
subgrupos concretos de pacientes (seleccionados atendiendo a sus comorbilidades, tipo de donante,
tratamiento de induccién o profilaxis frente a CMV). El impacto prondstico por cada incremento en un
cuartil fue mayor en pacientes diabéticos, y particularmente la infeccién bacteriana (HR: 4,954), si bien
se mantuvo estadisticamente significativo en todos los subgrupos analizados (Figura 37).

La construccion de los modelos de prediccidon aplicables al periodo tardio confrontd dos dificultades
intrinsecas. Por una parte, y seguin se ha expuesto en la descripcion del cronograma clasico de infeccion
post-trasplante, la incidencia de eventos a partir del sexto mes experimentd un descenso importante
respecto a los dos periodos previos, en particular en infeccion bacteriana (Figuras 5y 6). En cuanto a

otros tipos de infeccién, la tasa acumulada de enfermedad por CMV tardia en la cohorte global fue muy
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baja (4,5%), predominando el zéster cutaneo (7,7%) entre las infecciones viricas, y con una incidencia de
infeccion fungica testimonial (Tabla 13 y 15). Teniendo en cuenta que la cohorte de derivacién sélo
incluia dos terceras partes de la poblacién global a estudio, y a pesar de contar con un tamafo muestral
notable, el nimero absoluto de eventos tardios fue reducido. Esta circunstancia pudo comprometer la
estabilidad de los modelos multivariantes y su potencia estadistica, dificultando nuestra capacidad de
deteccidn de factores de riesgo clinicos o inmunolégicos. Por otro lado, la propia extensién temporal del
periodo en riesgo, que abarco desde el dia 180 post-trasplante hasta el final del periodo de seguimiento
(con una mediana de 4,2 afios), limité forzosamente el rendimiento de cualquier modelo predictivo que
incorpore Unicamente variables disponibles al inicio de la exposicidon. En consecuencia, la capacidad de
discriminacién de los modelos clinicos fue mediocre, con areas bajo la curva ROC de 0,617 para la
infeccién global y 0,599 para la bacteriana. Si bien los modelos combinados mejoraron sensiblemente
este rendimiento (hasta 0,736 y 0,687, respectivamente) (Figuras 29 y 30), su exactitud diagndstica fue
inferior a la observada en el periodo post-trasplante intermedio. El desarrollo de rechazo agudo en los 6
meses previos, el antecedente de enfermedad aterotrombdtica, y dos parametros inmunoldgicos
(niveles de C3 <103 mg/dL y recuento de linfocitos NK <232 céls/mcL) fueron las variables incluidas en el
modelo predictivo para infeccidn global tardia (Tabla 32). En un estudio previo de nuestro grupo
realizado en receptores de trasplante pancreato-renal, el diagndstico de enfermedad arterial periférica
pre-trasplante actué igualmente como un factor de riesgo de infeccién [167]. El modelo para infeccion
bacteriana tardia, por su parte, también se basé en el antecedente de rechazo previo y en los niveles
séricos de C3 (<103 mg/dL) en el mes 6, incorporando ademas la seropositividad frente a VHC (Tabla
33). En concordancia con la mayor parte de la literatura disponible [168,169], un estudio multicéntrico
realizado en nuestro pais sobre mas de 1.300 receptores de TR (cohorte RESITRA) demostré que los
pacientes con serologia positiva frente a VHC presentan mayores incidencias de infeccién bacteriana
(pielonefritis y bacteriemia) [170]. En cualquier caso, la precision del modelo combinado para infeccion
global tardia empleando el punto de corte éptimo (>7 puntos) fue de tan sélo el 65,6%. En el modelo de
infeccion bacteriana tardia este pardmetro mejord hasta el 81,1%. Como era previsible considerando la
baja prevalencia de eventos tardios, el VPN de ambos modelos estratificados por el P25 (tomando el Q1)
o el P33 (tomando el T1) fue muy elevado, excediendo el 90% (Tablas 36 y 37). En términos globales, el

analisis del valor incremental, ya fuera crudo, ajustado por otras covariables o restringido a subgrupos
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especificos, fue similar al observado en los modelos del periodo intermedio, aunque el menor nimero
de eventos condiciond un mayor rango de los IC 95% (Figura 38).

Por ultimo, replicamos todos los procedimientos anteriores en la cohorte independiente de validacion,
gue estuvo integrada por 155 pacientes. No hubo diferencias significativas en las caracteristicas basales
o en la incidencia de infeccidn post-trasplante entre ambas cohortes, aunque el tamafio muestral mas
reducido condiciond una menor potencia estadistica en este conjunto de analisis (en particular, una vez
mas, en lo referido a los eventos del periodo tardio). La reproducibilidad de los modelos combinados de
prediccion disefiados para el periodo post-trasplante intermedio fue excelente, como sugieren las areas
bajo la curva ROC obtenidas (0,753 para infeccién global y 0,716 para bacteriana). Hay que sefialar, no
obstante, que su capacidad de discriminacion fue esencialmente superponible a la de los modelos
clinicos correspondientes (Figura 39). La exactitud diagndstica, tras segmentar la cohorte segln el punto
de corte 6ptimo de cada modelo (que en este caso fue >3 puntos para infeccion global y >4,5 puntos
para infeccion bacteriana), se mantuvo en niveles aceptables, con valores de sensibilidad y especificidad
que oscilaron entre 59,9% y 72,2%. El VPP, por el contrario, descendié hasta algo menos del 40% en el
modelo de infeccion bacteriana, si bien una vez mas habria que valorar dicho parametro en el contexto
de una incidencia relativamente baja del evento (Tablas 38 y 39). La estratificacién de los modelos (es
decir, el incremento en la incidencia de infeccidén a través de cuartiles crecientes) fue menos progresiva
en la cohorte de validacidn que en la de derivacidn, como sefala la demostracion de tasas de incidencia
muy similares (con superposicidn en las respectivas curvas Kaplan-Meier) entre los Q1 y Q2 en infeccion
global (Figura 41) y los Q2 y Q3 en infeccidn bacteriana (Figura 42). Es verosimil asumir que la limitacidn
en el tamafio muestral de la cohorte de validacion, junto a un rendimiento sub-6ptimo de los propios
modelos, expliquen la pobre capacidad de discriminacidon observada en el periodo post-trasplante tardio
(con dreas bajo la curva ROC que no excedieron de 0,700) y una peor estratificacion del riesgo, en la que
no se alcanzd la significacidn estadistica al emplear el punto de corte dptimo o segmentar por terciles
progresivos del modelo (Figuras 40 y 44).

Otra dimensién importante en la calidad de las predicciones es la calibracidn, que podria ser definida
como la coincidencia entre las probabilidades predichas y las frecuencias observadas del evento de
interés [171]. En ese sentido, hay que destacar que no observamos diferencias significativas entre la

cohorte de derivacion y la de validacidn ni en su capacidad de discriminacién (areas bajo la curva ROC
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muy similares) ni de estratificacién del riesgo, toda vez que dentro de un determinado cuartil o tercil las
tasas de incidencia acumulada fueron asimilables y las curvas Kaplan-Meier, superponibles (Figuras 47 a
50). Estos resultados sugieren una correcta calibracién de los modelos combinados de prediccidn.

Esta investigacion presenta una serie de fortalezas metodoldgicas que merecen ser destacadas: disefio
prospectivo; elevado tamafio muestral; aplicacidon de definiciones estandarizadas para los eventos de
interés (minimizando asi el sesgo de clasificacién); divisién del seguimiento post-trasplante en distintos
periodos con construccién de modelos de prediccién especificos para cada uno de ellos; presencia de
cohortes independientes para la derivacion y la validacion de los modelos; multiplicidad en el abordaje
estadistico de los datos (curvas ROC, tasas de incidencia acumulada, curvas Kaplan-Meier, modelos de
regresion o variables tiempo-dependientes); y consistencia de los resultados en el ajuste multivariante o
en los analisis de sensibilidad. Ademas, los pardmetros inmunoldgicos evaluados estan habitualmente
disponibles en la rutina asistencial, su determinacién no precisa de un equipamiento complejo ni de una
carga de trabajo suplementaria en el laboratorio, y resultan econémicamente asequibles. Creemos que
estas consideraciones logisticas podrian favorecer su aplicabilidad en la practica clinica habitual.

El presente estudio también adolece, empero, de ciertas limitaciones. Como se ha sefialado, y a pesar
de partir de un tamafo muestral considerable, la necesidad de segmentar la muestra en dos cohortes y
tres periodos diferentes motivé que el nimero de eventos disponibles dentro de algunos subgrupos (en
particular a partir del sexto mes post-trasplante) fuera reducido, con el consiguiente impacto en la
estabilidad de los modelos y en la potencia estadistica de ciertos subanalisis. En ese sentido, la decision
de construir y analizar por separado dos cohortes diferentes, aunque intuitivamente correcta desde un
punto de vista metodolégico, pudo ser menos eficiente en la utilizacién de la muestra disponible que
otros abordajes mds sofisticados (como el remuestreo o bootstrapping) [172]. El disefio unicéntrico del
estudio dificulta su extrapolacién a otras instituciones con diferentes incidencias de infeccion post-
trasplante o estrategias de profilaxis, por lo que sus hallazgos deberian ser externamente validados en
futuros estudios. La categorizacidon de los objetivos de evaluacién (outcomes) se limité a la infeccidn
global y la bacteriana, en tanto que hubiera sido de interés el desarrollo de modelos especificos para
otros tipos de infeccidn, particularmente de naturaleza oportunista (e.g., enfermedad por CMV, zdster o
infeccién fungica invasora). A pesar del disefio prospectivo, de la realizacion de ajustes multivariantes y

de la experiencia de nuestro grupo en este tipo de estudios [27,36,56,86,91,132,133], no podemos
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excluir por completo la influencia potencial en las asociaciones observadas de factores confusores no
identificados. Por ultimo, las diferencias observadas en la capacidad de discriminacion entre los modelos
combinados y los exclusivamente clinicos fue pequefia (con incrementos absolutos en los valores del
area bajo la curva ROC que no superaron 0,050) y en algunos casos virtualmente inexistentes (como en
el periodo intermedio en la corte de validacién). En ese sentido, es preciso destacar que los parametros
inmunoldgicos monitorizados presentan limitaciones intrinsecas entre las que destacan su naturaleza
estrictamente cuantitativa y la relativa falta de especificidad. La presencia de niveles séricos disminuidos
de inmunoglobulinas o de factores de complemento, por ejemplo, podria traducir simplemente una
peor situacidn nutricional del paciente y/o un estado pro-inflamatorio subyacente, como se describe en
pacientes en hemodialisis (el denominado sindrome de malnutricidn-inflamacidn-ateroesclerosis [22]).
Hay que sefialar, no obstante, que en todos los modelos se realizé un ajuste por los niveles séricos de
albumina en los meses 1y 6. Se podria valorar, en fin, la incorporacion de algin biomarcador funcional
sin especificidad antigénica a la estrategia propuesta de monitorizacién inmunolégica. Este refinamiento
metodoldgico se puede ver favorecido por la existencia de tests comerciales, como la cuantificacién de
los niveles intralinfocitarios de adenosin trifosfato tras el estimulo con fitohemaglutinina (ImmuKnow?®,
Cylex, Columbia, MD, EEUU) [173] o el mds reciente ensayo basado en ELISA que determina la liberacion
de interferén-y en sangre completa tras el estimulo con un anticuerpo anti-CD3 y un agonista de los toll-
like receptors (receptores tipo toll) (QuantiFERON-Monitor®, Qiagen, Hilden, Alemania) [174].

La prediccién de un evento de etiopatogenia tan compleja como es la infeccion post-trasplante conlleva,
necesariamente, dificultades tanto metodoldgicas como practicas. En nuestro conocimiento la literatura
solo recoge un intento previo de generar un modelo predictivo basado en pardmetros inmunolégicos,
que fue disefiado especificamente para receptores de trasplante cardiaco [175]. A diferencia de nuestro
estudio, dicho modelo fue calculado Unicamente en un punto (dia 7 post-trasplante), no se indica una
medida de su capacidad de discriminacién (area bajo la curva ROC), y carece hasta la fecha de validacion
en una cohorte independiente. Por otra, no incluye variables clinicas.

A la vista de nuestros resultados, proponemos priorizar el empleo de los modelos combinados para la
prediccion (Tabla 42) de infeccidn en el periodo intermedio (mes a 1 a 6), considerando su superior
capacidad de discriminacién y de estratificacidén respecto a los modelos centrados en eventos tardios. Si

el objetivo del clinico es identificar en el dia 30 a un subgrupo de pacientes con riesgo notable (=40-
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60%) de infeccion a lo largo de los meses siguientes se deberian aplicar puntos de corte
relativamente altos (>4 puntos para infecciéon global y >6,5 puntos para infeccion bacteriana), que
exhiben buen VPP. Asi se podria plantear disminuir los niveles de los farmacos inmunosupresores,
prolongar la duracién de la profilaxis antimicrobiana, o intensificar el seguimiento clinico (e.g.,
frecuencia de monitorizacion de la viremia por CMV). Si por el contrario lo que se pretende es identificar
a aquellos pacientes con un riesgo muy bajo (=10-20%) de infeccidn, a fin de suspender precozmente la
profilaxis o disminuir la frecuencia de seguimiento, sugerimos emplear puntos de corte mds bajos
(correspondientes a los primeros cuartiles o terciles de cada modelo) que ofrecen excelentes valores de
sensibilidad y VPN. En cualquier caso, esta propuesta de individualizacion deberd ser validada en un
estudio prospectivo de intervencion, idealmente controlado mediante un grupo concurrente sometido

al seguimiento convencional.

Tabla 42. Resumen de los modelos combinados (clinicos e inmunoldgicos) de prediccion.

Periodo intermedio Periodo tardio

Infeccion global Infeccion global
Edad del receptor 263 afios 4 puntos Enfermedad aterotrombédtica 3 puntos
Reintervencién en el primer mes 3 puntos Rechazo agudo previo 2 puntos
FEg (por cada 10 mL/min) -0,3 puntos Linfocitos NK <232 céls/mcL 6 puntos
Linfocitos T CD4+ <30 céls/mcL 3 puntos C3 <103 mg/dL 2 puntos
linfocitos B <110 céls/mcL 2 puntos
IgA <115 mg/dL 3 puntos
C3 <76 mg/dL 2 puntos

Infeccion bacteriana Infeccion bacteriana
Edad del receptor 265 afios 3 puntos Infeccion por VHC 3 puntos
Retraso en la funcién del injerto 2 puntos Rechazo agudo previo 3 puntos
Infeccion bacteriana previa 4 puntos C3 <103 mg/dL 3 puntos
Linfocitos NK <68 céls/mcL 2 puntos
1gG <500 mg/dL 3 puntos

FGe: filtrado glomerular estimado; NK: natural killer (asesino natural); VHC: virus de la hepatitis C.
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9. COROLARIO
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1. La monitorizacién en los meses 1 y 6 post-trasplante de ciertos parametros inmunoldgicos sin
especificidad por patégeno (recuento de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y niveles
séricos de inmunoglobulinas y de factores de complemento) es Util para caracterizar el riesgo de

infeccion, tanto global como bacteriana, a lo largo de los siguientes meses en receptores de TR.

2.  Estos parametros inmunolégicos, ampliamente disponibles en la practica habitual, son susceptibles
de ser incorporados, junto con variables de naturaleza clinica, en modelos combinados de

prediccion especificos para cada periodo post-trasplante y tipo de infeccidon considerados.

3. El modelo de prediccidn de infeccién global durante el periodo post-trasplante intermedio (meses
1 a 6) se baso en los siguientes parametros: edad del receptor 263 afios (4 puntos), reintervencion
en el primer mes (3 puntos), funcion del injerto (-0,3 puntos por cada intervalo de 10 mL/min en el
FGe), recuento de linfocitos T CD4" <30 céls/mcL (3 puntos), recuento de linfocitos B <110 céls/mcL

(2 puntos), nivel de IgA <115 mg/dL (3 puntos) y nivel de C3 <76 mg/dL (2 puntos).

4. El modelo de prediccién de infeccidn bacteriana durante el periodo intermedio consistié, por su
parte, en los siguientes parametros: edad del receptor 265 afos (3 puntos), retraso en la funcidn
del injerto (2 puntos), infeccién bacteriana previa (4 puntos), recuento de linfocitos NK <68

céls/mcL (2 puntos) y nivel de 1gG <500 mg/dL (3 puntos).

5. El modelo de prediccién de infeccion global durante el periodo post-trasplante tardio (a partir del
mes 6) incluyd los siguientes parametros: enfermedad aterotrombdtica pre-trasplante (3 puntos),
rechazo agudo del injerto en los meses previos (2 puntos), recuento de linfocitos NK <232 céls/mcL

(6 puntos) y nivel C3 <103 mg/dL (2 puntos).

6. El modelo de prediccion de infeccion bacteriana durante el periodo tardio estuvo constituido por
los siguientes parametros: infeccion por VHC (3 puntos), rechazo agudo del injerto en los meses

previos (3 puntos) y nivel de C3 <103 mg/dL (3 puntos).

7. La capacidad de discriminacién de estos modelos es superior a la obtenida a partir de variables
exclusivamente clinicas, particularmente en la prediccidon de infeccidon entre el primer y el sexto
mes. La estratificacién de la poblacion expuesta por cuartiles o terciles permite establecer un

gradiente progresivo en el riesgo de infeccidn. En cuanto a su exactitud diagndstica, el empleo de
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puntos de corte bajos (que seleccionen al Q1 o al T1) se acompafia de una excelente sensibilidad y
VPN, y permite por tanto delimitar a un subgrupo de receptores con riesgo minimo de infeccion
post-trasplante. La optimizacién del punto de corte (mejor combinacion de sensibilidad vy
especificidad), por su parte, arroja un elevado VPP que identifica a un subgrupo de receptores con

riesgo elevado de dicha complicacidn.

8.  El valor incremental de cada uno de estos modelos fue elevado (aumento minimo del 87% en el
riesgo de infeccidn post-trasplante por cada incremento en un cuartil o en un tercil) y se mantuvo
tras el ajuste multivariante por potenciales factores de confusién, asi como en un conjunto de

analisis de sensibilidad circunscritos a subpoblaciones especificas de receptores.

9. La reproducibilidad y calibracién de los modelos fueron buenas, sin que se observaran diferencias
significativas entre las cohortes de derivacion y de validacién en su capacidad de discriminacién ni

en la incidencia de infeccion dentro de cada cuartil o tercil del modelo correspondiente.
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10. CONCLUSION
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La monitorizacién de una serie de pardmetros inmunoldgicos sin especificidad por patégeno (recuento
de subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica y niveles séricos de inmunoglobulinas y de factores
de complemento) predice el desarrollo de complicaciones infecciosas tras el TR. En combinacién con
ciertas variables clinicas, dichos pardmetros han sido integrados en un conjunto de modelos de
prediccidon especificos para cada periodo post-trasplante y tipo de infeccién que muestran elevada
capacidad de discriminacién, exactitud diagndstica, reproducibilidad y calibracidn (particularmente en el
periodo comprendido entre el primer y el sexto mes). Gracias a su simplicidad y rendimiento, estos
modelos se podrian aplicar en la practica clinica para individualizar el seguimiento, ajuste de

inmunosupresion y abordaje preventivo de los receptores de TR.
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We aimed to analyze the incidence, risk factors and
impact of hypogammaglobulinemia (HGG) in 226 kid-
ney transplant (KT) recipients in which serum im-
munoglobulin (lg) levels were prospectively assessed
at baseline, month 1 (T;), and month 6 (T;). The preva-
lence of IgG HGG increased from 6.6% (baseline) to
52.0% (T1) and subsequently decreased to 31.4% (Ts)
(p <0.001). The presence of IgG HGG at baseline (odds
ratio [OR] 26.9; p = 0.012) and a positive anti-HCV sta-
tus (OR 0.17; p = 0.023) emerged as risk factors for the
occurrence of posttransplant IgG HGG. Patients with
HGG of any class at T, had higher incidences of over-
all (p = 0.018) and bacterial infection (p = 0.004), bac-
teremia (p = 0.054) and acute pyelonephritis (p = 0.003)
in the intermediate period (months 1-6). Patients with
HGG at T had higher incidences of overall (p = 0.004)
and bacterial infection (p < 0.001) in the late period

(>6 month). A complementary log-log model identi-
fied posttransplant HGG as an independent risk fac-
tor for overall (hazard ratio [HR] 2.03; p < 0.001) and
bacterial infection (HR 2.68; p < 0.0001). Monitoring of
humoral immunity identifies KT recipients at high risk
of infection, offering the opportunity for preemptive
immunoglobulin replacement therapy.

Key words: Humoral immunity, hypogammaglobu-
linemia, infection, kidney transplantation, outcome,
risk factors

Abbreviations: AGPN, acute graft pyelonephritis; AR,
acute graft rejection; ATG, antithymocyte globu-
lin; CAPD, continuous ambulatory peritoneal dialy-
sis; Cl, confidence interval; CMV, cytomegalovirus;
ESRD, end-stage renal disease; HCV, hepatitis C virus;
HGG, hypogammaglobulinemia; HLA, human leuko-
cyte antigen; HSV, herpes simplex virus; KT, kid-
ney transplant; LRTI, lower respiratory tract infection;
MDRD, Modification of Diet in Renal Disease; MMF,
mycophenolate mofetil; OR, odds ratio; SOT, solid-
organ transplant; VVZ, varicella-zoster virus.
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Introduction

Despite the continuous improvements in immunosuppres-
sion and antimicrobial prophylaxis, infection remains a ma-
jor source of morbidity and mortality among solid-organ
transplant (SOT) recipients. Considerable effort has been
devoted to the identification of biologic or clinical mark-
ers that may predict the occurrence of infectious events
(1). It has been previously demonstrated the role of cellu-
lar immune monitoring in predicting infection after liver
transplantation (2,3). Other authors have reported that
the monitoring of humoral immunity, as assessed by the
quantification of serum immunoglobulin levels at base-
line and during the posttransplant period, may be useful
in predicting clinical outcomes in liver (3,4), lung (5) and
heart (6) transplantation. As a result of the deleterious im-
pact of uremia on B cell differentiation and survival, pa-
tients with end-stage renal disease (ESRD) suffer from
diffuse reduction of various B cell subpopulations, lead-
ing to an impaired humoral immune response (7,8). Addi-
tionally the immunosuppressive drugs required to prevent
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allograft rejection contribute to the development of ac-
quired hypogammaglobulinemia (HGG) in kidney transplant
(KT) recipients (9-11). Only a few previous studies have
evaluated the impact of humoral immune function on the
risk of infection after KT (12-15). We undertook the present
work to prospectively assess the incidence, timing, pre-
disposing factors and clinical significance of HGG in KT
recipients.

Materials and Methods

Study population

We conducted a prospective cohort study at the University Hospital “12
de Octubre” (Madrid, Spain), a 1360-bed, tertiary-care center where more
than 2200 KT procedures have been performed in the last 30 years. From
November 2008 to October 2010 all consecutive patients aged 18 years or
older who underwent KT at our institution were included in a prospective im-
mune status assessment, as detailed below. None of them was subjected
to antiviral therapy at baseline. We also excluded patients with known pre-
transplant immunodeficiencies (i.e. common variable immunodeficiency),
human immunodeficiency virus infection and those dying or developing
graft loss within the first week after transplantation. In this study we ana-
lyzed only solitary KT recipients, thus excluding double-organ transplants.
The local Clinical Research Ethics Committee approved the study protocol,
and written informed consent was obtained from all participants.

Study design

The primary study outcome was the occurrence of at least one episode
of infection during the posttransplant period. Asymptomatic bacteriuria and
upper respiratory tract infections not requiring hospital admission were
excluded from the analysis. A number of pretransplant, perioperative and
posttransplant variables were prospectively recorded. The glomerular filtra-
tion rate was estimated using the Modification of Diet in Renal Disease
(4-MDRD) equation (16). Liver function was assessed by measurement of
serum levels of total bilirubin and albumin. Patients were enrolled at the
time of transplantation and followed clinically for at least 1 year, unless they
died before. We conventionally divided the posttransplant follow-up period
in three intervals: early (first month), intermediate (months 1-6) and late
(>6 months). Serum samples were collected just before transplantation
(To) and at month 1 (Ty) and 6 (Tg). Serum immunoglobulin levels (IgG,
IgA and IgM) were determined by nephelometry (Image-System, Beckman
Coulter GmbH, Krefeld, Germany). Normal ranges, as established by our
laboratory, were as follows: IgG 700-1600 mg/dL; IgA 70-400 mg/dL; IgM
40-230 mg/dL

and prophy

Detailed descriptions of the induction therapies and maintenance immuno-
suppressive regimens used in the cohort, as well as the antibiotic and
anticytomegalovirus (CMV) prophylaxis, are available in the Supporting In-
formation that accompanies this paper.

Definitions

Hypogammaglobulinemia was defined as a decrease in serum immunoglob-
ulin levels below the lower normal range given by our laboratory for each
class, as detailed above. We analyzed the impact on the primary outcome
of both “IlgG HGG" and “"HGG of any class” (defined by the presence
of =1 immunoglobulin class below the respective lower normal values).
We further assessed the role of IgG level by stratifying this variable in
three categories (>700 mg/dL [“no HGG"]; 500-700 mg/dL [“moderate
HGG"] and <500 mg/dL ["severe HGG"]). Infectious syndromes and acute
graft rejection (AR) were defined according to commonly accepted criteria
(17-20). A detailed definition of different outcomes may be found in the
Supporting Information.

Statistical analysis

The required sample size was estimated based on the Fleiss formula at
224 patients with the following assumptions: a prevalence of 1IgG HGG
at Ty of 45% (15); a cumulative incidence of infection at the end of the
intermediate period of 55% and 35% in exposed and unexposed individuals,
respectively; a confidence level of 95%; a statistical power of 80%; and a
dropout rate of 15%. Quantitative data were shown as the mean = standard
deviation (SD) or the median with interquartile ranges (Q;-Qs). Qualitative
variables were expressed as absolute and relative frequencies with 95%
confidence intervals (95% Cl). Categorical variables were compared using
the xz test, Fisher's exact test and McNemar test for repeated measures,
as appropriate. Student’s t-test or U Mann-Whitney test were applied for
continuous variables. The paired Student's t-test or Wilcoxon rank sum
test was used for comparisons within groups across different time points.
Significant variables (p < 0.05) in the univariate analysis were introduced
in a multivariate model based on backward stepwise logistic regression
to identify independent predictors of IgG HGG at baseline. Predictors of
lgG HGG during the posttransplant period were identified by means of a
mixed-effects logistic regression model in order to take into account the
within-subject correlation at different observation time points (Ty and Te).
The intraclass correlation (ICC) represents the degree of association of the
longitudinal data within subject, and specifically indicates the proportion of
variance in the data attributable to individuals. A large ICC indicates that
there is a large degree of homogeneity within subjects (21). Associations
are given as odds ratios (ORs) with 95% Cls. Multivariate adjusted hazard
ratios (HRs) were calculated by stepwise forward Cox proportional hazards
models using overall and bacterial infection in each posttransplant period
(intermediate and late) as the dependent variables, and those variables
found to be significant at p < 0.05 by univariate analysis as covariates. We
also built a complementary log-log discrete time hazards model using 1-
month time intervals from transplantation (22). Patient survival curves were
also estimated by the Kaplan-Meier product-limit method, and differences
between groups were compared with the log-rank test. All the significance
tests were two tailed. Statistical analysis was performed using SPSSv. 15.0
(Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, IL, USA), STATA v.
10 (Stata Statistical Software, College Station, TX, USA) and EPIDAT v. 3.1
(Conselleria de Sanidade, Xunta de Galicia, Spain).

Results

Baseline characteristics

A total of 226 solitary KT recipients were included, whose
demographics and clinical features are shown in Table 1. All
of them had immune assessment performed at Ty. Sam-
ples at T, were available in 200 patients (88.9% of those
surviving beyond the first month), whereas samples at Tg
were available in 153 (73.9% of surviving receptors with a
functional graft beyond the first 6 months). There were no
significant differences with regard to posttransplant infec-
tion or outcome between patients with immune assess-
ment at T; and Tg, and those from whom no specimens
could be obtained, except for the higher incidence of de-
layed graft function among the latter (data not shown).

1nbhili :

Timing and risk factors for hypog g
At baseline, 15 out of 226 patients (6.6%; 95% Cl, 3.4—
9.9%) had IgG HGG. Two of them simultaneously exhib-
ited low IgA and IgM levels. Isolated IgA or IgM deficiency
states were present in 3 and 11 additional patients, re-
spectively. At the first month after KT (T4), 94 patients had
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Table 1: Demographic and clinical characteristics of the 226
patients included in the study

Variable N (%)
Age of recipient, years 54.1 +14.3
[mean =+ SD]
Gender (male) 146 (64.6)
Pretransplant comorbidities
Diabetes mellitus 56 (24.8)
Heart disease 61 (27.0)
Chronic liver disease 14 6.2)
Chronic lung disease 28 (12.4)
Peripheral vascular disease 18 (8.0
Previous solid organ 47 (20.8)
transplantation
Pretransplant 32 (14.2)

immunosuppression
Etiology of underlying ESRD

Glomerulonephritis 49 (21.7)
Diabetic nephropathy 40 (17.7)
Hypertensive nephropathy 33 (14.6)
Policystosis 27 (11.9)
Chronic interstitial 18 (8.0)
nephropathy
Unknown 19 (8.4)
Other 40 (17.7)
Baseline serostatus
Hepatitis B virus 2 0.9
Hepatitis C virus 24 (10.6)
CMV status D+/R— 21 (9.3)
CMV status D—/R— 3 (1.3)
Pretransplant renal replacement therapy
Hemodialysis 186 (82.3)
Continuous ambulatory 27 (11.9)
peritoneal dialysis
Dialysis vintage, years (mean 1.98(0.98-3.96)
(Q1-Q3))
Age of donor, years (mean =+ 51.0 4+ 16.6
SD)
Type of donor
Deceased 145 (64.2)
donation after cardiac death 71 (31.4)
Living donor 10 (4.4)
Number of HLA mismatches 4 (3-5)
(mean [Q1-Q3])
Cold ischemia time, hours 16.4+£6.9
(mean + SD)
Intraoperative transfusion 3 (1.3)
requirement
Primary immunosuppression scheme
Tacrolimus, MMF and 204 (90.3)
steroids
Tacrolimus, azathioprine and 20 (8.8)
steroids
Induction therapy
None 48 (21.2)
Basiliximab 69 (30.5)
Antithymocyte globulin 108 (47.8)
Investigational new drug 1 (0.4)
(alefacept)

CMV = cytomegalovirus; D = donor; ESRD = end-stage renal
disease; HLA = human leukocyte antigen; MMF = mycophenolate
mofetil; R = recipient; SD = standard deviation.
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developed de novo IgG HGG (cumulative incidence rate,
50%; 95% Cl, 42.8-57.2%). Accordingly, the prevalence
of 1IgG HGG rose up to 52.0% (95% Cl, 45.0-58.9%)
(p < 0.001). The cumulative incidence rates for de novo
IgA and IgM HGG at T, were 5.6% (95% Cl, 2.3-8.8%)
and 13.7% (95% Cl, 8.7-18.6%), respectively. The preva-
lence of HGG for these classes also significantly increased
from Ty to Ty. Finally, the prevalence of IgG and IgM HGG
at Tg fell to 31.4% (95% Cl, 23.9-38.8%) (p < 0.001) and
9.2% (95% Cl, 4.6-13.8%) (p = 0.001 compared to T;)
(Figure 1). Of note, 32 patients (20.9%; 95% Cl, 14.4—
27.4%) had persistently low serum IgG levels both at T,
and Te.

Table 2 shows the risk factors for the development of IgG
HGG at baseline and within the first 6 months posttrans-
plantation. Pretransplant hemodialysis (compared to con-
tinuous ambulatory peritoneal dialysis [CAPD] or no renal
replacement therapy) was the only variable that showed
a significant effect on the prevalence of IgG HGG at
baseline. Patients with IgG HGG at baseline had a lower
hemodialysis vintage compared to those without, although
such difference did not attain statistical significance (2.18
vs. 3.10 years, respectively; p = 0.477). Some relevant
variables (i.e. AR episodes or administration of steroid
boluses) were forced into the mixed-effects logistic re-
gression model even if they did not reach statistical signif-
icance. The presence of IgG HGG at baseline was identi-
fied as the strongest predictor for the posttransplant occur-
rence of IgG HGG. Conversely, a positive anti-HCV status
and the time interval elapsed from transplantation were
associated with a reduced risk for this complication. We
observed no differences in mean serum level of IgG at T,
in those patients treated with a MMF-containing regimen
compared to the rest of the cohort (7567 + 284 vs. 743 +
424 mg/dL, respectively; p = 0.85).

Posttransplant outcomes

The median duration of follow-up for the cohort was
509 days (Q;-Q3 range, 397-734 days), with 193 patients
(85.4%) having a follow-up period of at least 12 months
(total follow-up of 124 386 transplant-days). Thirteen recip-
ients (5.8%) died through the study period at a median
of 144 days after transplantation (Q;-Q; range, 50-329.5
days). Eight deaths (61.5%) were considered to be infec-
tion related. The mean overall survival was 971 + 14 days,
with one and 2-year survival rates of 95% and 93%, re-
spectively. Overall graft survival was 92.9%.

Fifty-two patients (23.0%) experienced a total of 58
episodes of AR (mean, 1.2 + 0.32 episodes per patient).
The median interval between KT and the first episode of
AR was 22 days. There were 20 acute cellular episodes
(34.5%), 19 acute humoral episodes (32.8%) and 8 acute
vascular episodes (14.3%). Eight episodes of acute serum
creatinine elevation were empirically treated without histo-
logical confirmation. Antirejection treatment consisted of
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Figure 1: Evolution of humoral immunity within the first 6 months after kidney transplantation: (A) percentage of patients with
hypogammaglobulinemia (HGG); (B) box-whisker plot showing the median (dot), interquartile range (box), percentiles 5 and 95 (whiskers)
and outlier/extreme values of serum immunoglobulin levels at baseline, month 1 (T1) and month 6 (Tg) posttransplant (¥*p = 0.001;
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Table 2: Risk factors for IgG hypogammaglobulinemia at baseline (binary logistic regression model) and during the posttransplant period

(mixed-effects logistic regression model)

Univariate analysis

Multivariate analysis

OR 95% Cl p-Value OR 95% Cl p-Value
Predictors of IgG HGG at baseline (Tp)
Recipient age, years' 0.99 0.96-1.03 0.703 - -
Anti-HCV status
Negative 1 - - -
Positive 2 E 0.175 - -
Previous renal replacement therapy

None or CAPD 1 - - -

Hemodialysis 0.21 0.07-0.62 0.007 0.21 0.07-0.62 0.005
Pretransplant immunosuppression 1.57 0.42-5.90 0.502 - -

Predictors of posttransplant IgG HGG®
Recipient age, years' 1.02 0.99-1.04 0.238 - -
Anti-HCV status

Negative 1 - - -

Positive 0.17 0.05-0.65 0.009 0.17 0.03-0.78 0.023
1gG HGG at baseline (To) 46.17 5.08-419.43 0.001 26.91 2.05-354.03 0.012
MMPF-containing regimen 0.65 0.17-2.38 0.512 - -

Induction with basiliximab 2.33 1.00-5.39 0.049 - -
Serum albumin level at Tq, g/dU 0.39 0.16-0.95 0.038 - -
CMV prophylaxis with GCV or VGCV 0.50 0.23-1.10 0.086 - -
Occurrence of >1 AR episode 0.91 0.32-2.55 0.858 - -
Administration of steroid boluses 1.61 0.54-4.82 0.392 - -
Time interval since transplant
Toto Ty 1 _ _ _
TitoTe 0.26 0.13-0.51 0.000 0.23 0.09-0.58 0.002

AR = acute graft rejection; CAPD = continuous ambulatory peritoneal dialysis; C| = confidence interval; CMV = cytomegalovirus;
GCV = ganciclovir; HCV = hepatitis C virus; HGG = hypogammaglobulinemia; MMF = mycophenolate mofetil; OR = odds ratio; To,

baseline; T1, month 1; Tg, month 6; VGCV = valganciclovir.
"Per unitary increment.

2|t was not possible to calculate OR and 95% ClI for this variable because none of the anti-HCV positive recipients had IgG HGG at

baseline.
SInterclass correlation: 0.540.

steroid boluses (47 episodes), polyclonal immunoglobulins
(40 episodes), plasmapheresis (14 episodes), antithymo-
cyte globulin (ATG) (5 episodes) and rituximab (4 episodes),
alone or in combination therapy.

A total of 144 recipients (63.7%) developed 346 episodes
of posttransplant infection (overall incidence rate of 2.78
per 1000 transplant days) (Table 3). According to the timing
of infection occurrence, 63, 106 and 47 patients developed
at least one infection episode in the early, intermediate and
late periods, respectively.

I 1nbnli

P t of Llr Y9 Y
Patients with HGG at baseline did not experience higher
rates of infection in the early period (first month) when
compared to those with normal pretransplantimmunoglob-
ulin levels. The incidences of infection in the remaining
posttransplant periods (intermediate and late) according to
the humoral immune status are shown in Tables 4 and 5.

Patients with IgG HGG at Ty had a higher cumulative inci-
dence of bacterial infection (p = 0.065), bloodstream infec-
tion (BSI) (p = 0.009) and acute graft pyelonephritis (AGPN)

American Journal of Transplantation
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(p = 0.003) in the intermediate period. Both the incidence
rate of overall infection and the mean number of infectious
episodes per recipient were also higher in these patients
compared to those with normal IgG levels. Recipients with
HGG of any class at Ty exhibited higher cumulative inci-
dences of overall (p = 0.018), bacterial (p = 0.004), and
fungal infection (p = 0.082), BSI (p = 0.054) and AGPN
(p = 0.003), and an increased incidence rate of overall in-
fection (p < 0.001) between the first and the sixth month.
We also found a gradient in the cumulative incidences of
bacterial infection, BSI and AGPN across the different cat-
egories of IgG HGG (Table 5).

The presence of IgG HGG at Tg was associated with a
higher cumulative incidence of overall infection (p = 0.057),
bacterial infection (p = 0.015) and lower urinary tract infec-
tion (p = 0.044) in the late posttransplant period. Patients
with HGG of any class also had higher cumulative inci-
dences of late BSI (p = 0.069), lower urinary tract infec-
tion (p =0.030), and Clostridium difficile-asociated diarrhea
(p = 0.053). There was a nonsignificant trend toward a
higher incidence of late CMV infection in patients with se-
vere IgG HGG (<500 mg/dL) at Ts (Table 5).
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Table 3: Site and causative agents involved in the 346 episodes
of posttransplant infection

N (%)
Clinical syndrome'
Lower urinary tract infection 85 (24.6)
Acute graft pyelonephritis 35 (10.1)
CMV viral syndrome 59 (17.1)
Incisional surgical site infection 35 (10.1)
Catheter-related bloodstream infection " (3.2)
Pneumonia and LRTI 27 (7.8)
Skin and soft-tissue infection 23 (6.6)
Digestive tract infection 19 (5.5)
Intraabdominal infection 13 (3.8)
Bloodstream infection 43 (12.4)
Infective endocarditis 2 (0.6)
Other 21 (6.1)
Isolated microorganisms
Bacteria
Enterococcus spp. 28 8.1)
Coagulase-negative staphylococci " (3.2)
Staphylococcus aureus 5 (1.4)
Viridans group streptococci 2 (0.6)
Escherichia coli 76 (22.0)
Klebsiella spp 10 (2.9)
Other Enterobacteriaceae 18 (6.2)
Pseudomonas spp. 21 (6.1)
Other nonfermenting gram negative bacilli 2 (0.6)
Clostridium difficile 8 (2.3)
Mycobacterium tuberculosis complex 2 (0.6)
Polymicrobial 3 (0.9)
Nocardia complex 1 (0.3)
No microbiological diagnosis 31 (8.9)
Viruses
CMV 75 (21.7)
HSV-1 and 2 12 (3.5)
Varicella-zoster virus 7 (2.0)
Other 14 (4.0
Fungi
Candida spp. 13 (3.8)
Aspergillus fumigatus 2 (0.6)
Other 2 (0.6)
Parasites (Leishmania donovani complex) 3 (0.9)

CMV = cytomegalovirus; HSV = herpes simplex virus; LRTI =
lower respiratory tract infection.

1The total number may be less than the sum of each syndrome
because more than one infection was simultaneously present in
some patients.

On multivariate Cox proportional hazards model (Table 6),
the presence of HGG of any class at Ty remained as an
independent risk factor for bacterial infection in the inter
mediate period (HR 1.81; 95% Cl, 1.03-3.17). Hypogam-
maglobulinemia of any class at Tg independently predicted
the overall occurrence of late infection (HR 2.31; 95% Cl,
1.18-4.55), as well as late bacterial infection (HR 4.66;
95% Cl, 1.89-11.48). Analogously, in the complementary
log—-log discrete time hazards model posttransplant HGG
emerged as an independent risk factor for both overall (HR
2.03; 95% Cl, 1.39-2.96) and bacterial infection (HR 2.68;
95% Cl, 1.66-4.34) (Table 7).

There was a difference neither in the overall rate of AR
nor in the rate of humoral AR between patients with and
without HGG. After excluding the only patient who died in
the first month posttransplant, we found no differences in
mean survival time between those recipients with HGG of
any class at Ty and those with normal values (954 + 22
vs. 987 + 16 days, respectively; p = 0.128). Nevertheless,
this difference became significant if only infection-related
mortality was considered (p = 0.018), as all events (n = 8)
occurred in the HGG group.

Discussion

This study provides preliminary evidence that posttrans-
plant monitoring of humoral immune status might be use-
ful in predicting the occurrence of infectious complications
in KT recipients. The presence of HGG of any class at
month 1 was independently associated with the incidence
of bacterial infection during the intermediate posttransplant
period, whereas HGG at month 6 was associated with ei-
ther overall infection or bacterial infection in the late period.
The literature contains some studies aimed at assessing
the incidence and relevance of HGG after KT (12-15). Most
of them, however, were performed more than a decade
ago (12-14), thus limiting the validity of their findings in
the setting of contemporary immunosuppressive and pro-
phylactic practices, or were based on small sample sizes
(13,14). Of note, the definition used for HGG was not uni-
form across this literature and some recent studies did not
perform an accurate analysis by site of infection or etio-
logic agent (15). The only other study that specifically strat-
ified the impact of immunoglobulin levels at different times
found that patients with HGG at month 3 suffered from a
higher incidence of infection during the first 3 months after
transplantation, but not in the subsequent period (months
4-12), raising reasonable concerns about the actual sense
of the causal relationship between both events. In addition,
these authors only analyzed some types of posttransplant
infectious complications—mainly urinary tract infection—
with low number of patients in each subgroup (15). Finally,
our study contains the largest sample size and longest
follow-up period, and one of the few demonstrating the in-
dependent effect of humoral immune function on the risk
of infection by means of logistic regression analysis.

The prevalence of IgG HGG at the baseline evaluation in
our study (6.6%) was very close to that found in simi-
lar cohorts of KT recipients (15), and lower than other
types of SOT, including liver (15.7%) or lung (10%) trans-
plantations (4,5). It has been observed that the T cell-
dependent B cell proliferation after mitogen stimulation
is decreased in patients with ESRD compared to healthy
controls (7), a defective function in which the role of high
levels of parathyroid hormone has been hypothesized (23).
As a somewhat unexpected result, we found that pretrans-
plant hemodialysis exerted a protective effect on IgG HGG
at baseline. Moser et al. (24) failed to find meaningful
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Table 4: Cumulative incidence of infection [n (%)] according to the different posttransplant periods and the presence or absence of

hypogammaglobulinemia

IgG HGG at T4 HGG of any class' at Ty
Intermediate period (T; to Tg) Present (n =104)  Absent(n=96) p-Value Present(n=121) Absent(n=79) p-Value
Overall infection 54 (561.9) 40 (41.7) 0.147 65 (63.7) 29 (36.7) 0.018
Episodes (mean number 4 SD) 21+14 09+14 0.095 13+15 0.7+12 0.004
Incidence rate? 2.10 1.69 0.059 2.32 1.18 0.000
Bacterial infection 41 (39.4) 26 (27.1) 0.065 50 (41.3) 17 (21.5) 0.004
Bloodstream infection 14 (13.5) 3(3.1) 0.009 14 (11.6) 3(3.8) 0.054
Pneumonia 4(3.8) 6(6.3) 0.436 5(4.1) 5(6.3) 0.486
Acute graft pyelonephritis 12 (11.5) 1(1.0) 0.003 13(10.7) 0(0.0 0.003
Lower urinary tract infection 19(18.3) 16 (16.7) 0.766 24(19.8) 11 (18.9) 0.282
Fungal infection 8(7.7) 4(4.2) 0.294 10 (8.3) 2(2.5) 0.082
CMV infection 26 (25.0) 22 (22.9) 0.730 32 (26.4) 16 (20.3) 0.316
CMV end-organ disease 6(5.8) 3(3.1) 0.290 6 (5.0 3(3.8) 0.699
Non-CMV viral infection 8(7.7) 8(8.3) 0.867 11(9.1) 5(6.3) 0.482
HSV or VWZ infection 5(4.8) 5(5.2) 0.5756 8 (6.6) 2(2.5) 0.169
IgG HGG at Tg HGG of any class’ at Tg

Late period (after Tg) Present (n=48)  Absent (n=104) p-Value Present (n=58)  Absent(n=94) p-Value
Overall infection 16 (33.3) 20(19.2) 0.057 21(36.2) 15 (16.0) 0.004
Episodes (mean number =+ SD) 05+1.0 0.3+0.7 0.057 06+ 1.1 0.2+0.6 0.003
Incidence rate? 0.90 0.561 0.046 1.03 0.39 0.000
Bacterial infection 13 (27.1) 12 (11.4) 0.015 18 (31.0) 7(7.4) 0.000
Bloodstream infection 3(6.3) 2(1.9) 0.178 4(6.9) 1(1.1) 0.069
Pneumonia 3(6.3) 3(2.9) 0.279 3(5.2) 3(3.2) 0.412
Acute graft pyelonephritis 2(4.2) 4(3.8) 0.613 4(6.9) 2(2.1) 0.147
Lower urinary tract infection 6(12.5) 4(3.8) 0.044 7(12.1) 3(3.2) 0.030
Clostridium difficile infection 1(2.1) 2(1.9) 0.680 3(5.2) 0(0.0) 0.053
CMV infection 4(8.3) 8(7.6) 0.879 5(8.6) 7 (7.4) 0.780
Non-CMV viral infection 4(8.3) 6(5.7) 0.543 6(10.3) 4(4.2) 0.136

CMV = cytomegalovirus; HGG = hypogammaglobulinemia; HSV = herpes simplex virus; SD = standard deviation; Tg, baseline; Ty, month

1; Te, month 6; VVZ = varicella-zoster virus.
"Hypogammaglobulinemia affecting >1 class.

2Data presented as number of infectious episodes per 1000 transplant days

differences in B cell counts between ESRD patients ac-
cording to the type of renal replacement therapy, although
most of the previous studies on this subject did not include
nondialyzed patients or those undergoing CAPD (7,8). On
the other hand, plasma levels of soluble CD23—a marker of
B cell activation—were found to be significantly increased
in patients undergoing regular hemodialysis compared to
CAPD or those not yet dialyzed (25). The prevalence of
1gG HGG markedly increased up to 52.0% at the first post-
transplant month (incidence rate of 50%), to subsequently
descend to 31.4% at month 6—a value that was still far
from the baseline. This kinetics is similar to what was re-
ported by Broeders et al. (15), mirrors the evolution of the
net immunosuppressive load, and offers the opportunity
to assess predictive factors of acquired HGG during the
posttransplant course.

Other studies identified age (5), female gender (26), em-
physema (26,27) and pretransplant IgG level (27) as risk
factors for HGG in lung transplant recipients. We found that
a low IgG level at baseline acts as the strongest predictor
of the posttransplant occurrence of HGG. Keven et al. re-
ported that KT recipients treated with MMF experienced
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a significant and reversible decrease in IgG levels after 6
months, compared to those with azathioprine-based reg-
imens (9). This effect of MMF on the humoral immunity
was later observed in other types of SOT (27,28). Nev-
ertheless, neither this study nor that of Broeders et al.
(15) found any significant association between the type
of maintenance immunosuppression and the risk of HGG.
It has been suggested that the decrease in helper T cell
population after antirejection therapy may lead to acquired
posttransplant HGG. Nevertheless, neither steroid pulses
nor ATG treatment significantly affected overall IgA or IgM
levels or 1gG, and IgG, subclass levels in the study by
Wieneke et al. (14). The lack of significant association
between AR occurrence—overall or only steroid-treated
episodes—and HGG in our study apparently supports such
finding. Moderate polyclonal hypergammaglobulinemia is
common in patients with chronic viral liver disease (29),
offering a plausible explanation for the protective effect of
anti-HCV-positive status on the development of posttrans-
plant HGG in our study.

The most relevant finding of this study probably concerns
the predictive value of humoral immune monitoring on the
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Table 5: Cumulative incidence of infection and acute rejection [n (%)] by severity of IgG HGG

IgG HGG at Ty

Intermediate period (T to Tg) No HGG Moderate HGG Severe HGG
(>700 mg/dL) (500-700 mg/dL) (<500 mg/dL) p-Value
Overall infection 40 (42.1) 38 (48.1) 16 (61.5) 0.206
Bacterial infection 26 (27.4) 28 (35.4) 13 (50.0) 0.086
Bloodstream infection 3(3.2) 9(11.4) 5(19.2) 0.017
Pneumonia 6(6.3) 1(1.3) 3(11.5) 0.082
Acute graft pyelonephritis 1(1.1) 7 (8.9) 5(19.2) 0.002
Lower urinary tract infection 16 (16.8) 13 (16.5) 6(23.1) 0.723
Fungal infection 4(4.2) 6 (7.6) 2(7.7) 0.598
CMV infection 22(23.2) 19 (24.1) 7(26.9) 0.924
Non-CMV viral infection 8(8.4) 7(8.9) 1(3.8) 0.700
Acute rejection 4(4.2) 6(7.6) 3(11.5) 0.357

1gG HGG at Tg

Late period (after T6) No HGG Moderate HGG Severe HGG
(>700 mg/dL) (500-700 mg/dL) (<500 mg/dL) p-Value
Overall infection 21(20.0) 9 (28.1) 6 (40.0) 0.188
Bacterial infection 13(12.3) 7(21.9) 5(33.3) 0.075
Bloodstream infection 2(1.9) 2(6.3) 1(6.7) 0.352
Pneumonia 3(2.8) 2(6.3) 1(6.7) 0.578
Acute graft pyelonephritis 5(4.7) 1(3.1) 0(0.0 0.656
Lower urinary tract infection 4(3.8) 3(9.4) 3(20.0) 0.045
CMV infection 8(7.5) 13.1) 3(20.0) 0.131
Non-CMV viral infection 7 (6.6) 3(9.4) 0(0.0 0.479
Acute rejection 5(4.7) 2(6.3) 0(0.0 0.628

CMV = cytomegalovirus; HGG = hypogammaglobulinemia; Ty, month 1; Tg, month 6.

risk of infectious complications after KT. The link between
HGG and infection had already been established in other
types of SOT (5,6,10,26,30), albeit some authors failed to
demonstrate a significant association in liver transplant re-
cipients (3,4). Moreover, the direction of the causal asso-
ciation between both events is not necessarily univocal,
since infection itself may contribute to dysregulation of
the humoral immune response.

Baseline HGG did not exert a significant effect on
the incidence of early infection in our cohort. This re-
sult is consistent with the currently accepted timetable
according to which donorderived and nosocomial
infections are predominant during the first post-
transplant month (1). On the opposite, serum im-
munoglobulin levels seemed to be associated with
infection rates during both intermediate and late pe-
riods. The humoral component of the immune sys-
tem is primarily responsible for clearing extracellular
bacteria—including encapsulated organisms—by means
of antigen neutralization, opsonization and complement
activation (31). In accordance, HGG acted mainly as a pre-
dictor of bacterial infection in our study, and we were able
to demonstrate its association with some specific clinical
syndromes (BSI and AGPN) and microorganisms (C. dif-
ficile). Lung transplant recipients with low levels of IgG
suffer from a higher incidence of BSI (5). Munoz et al. re-

ported that severe IgG HGG increased fivefold the risk of C.
difficile-associated diarrhea after heart transplantation (32).
We also found a nearly significant trend in the incidence
of fungal infection in patients with and without HGG of
any class at first month, similarly to previous studies in
lung transplant recipients (5,26). Although HGG has been
identified as a predisposing condition for CMV infection,
particularly after heart transplantation (6,30,33), we were
not able to confirm such finding. This lack of reproducibility
might come from differences in immunosuppressive and
surveillance regimens between types of SOT, resulting in
a lower incidence of CMV viremia in our cohort compared
to others (30).

Our work has some limitations to consider. Immunosup-
pressant agents affect primarily T cell function and subse-
quent lymphokine production, thus leading to impaired B
cell function that may explain the development of HGG by
an indirect pathway (10). Nevertheless, in this study we
have not analyzed any cellular immune parameter. More-
over, the humoral immune status was assessed in only two
time points after transplantation, thus limiting a more ac-
curate analysis of the kinetics of humoral response, espe-
cially during the intermediate period. Blood sampling was
not available for all the patients at Ty (88.9% of the eligible
recipients) and Ts (73.9); nevertheless, we did not find sig-
nificant differences regarding clinical outcomes between
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Table 6: Cox proportional hazards models for infection in each posttransplant period

Overall infection between T and Tg Adjusted HR' 95% CI p-Value
Recipient age, years* 1.02 1.00-1.04 0.024
Reoperation during month 1 1.82 1.00-3.32 0.049
AR during month 1 1.83 1.04-3.21 0.035
Bacterial infection between Ty and Tg Adjusted HR? 95% Cl p-Value
Recipient age, years* 1.03 1.01-1.05 0.006
AR during month 1 213 1.15-3.93 0.016
HGG of any class at Ty 1.81 1.03-3.17 0.038
Overall infection after Tg Adjusted HR® 95% CI p-Value
Previous SOT 2.98 1.49-5.94 0.002
AR between Tq and Tg 5.28 2.27-12.27 0.000
HGG of any class at Tg 2.31 1.18-4.55 0.015
Bacterial infection after Tg Adjusted HR* 95% Cl p-Value
Recipient age, years* 1.03 1.00-1.06 0.028
Previous SOT 4.93 2.02-12.06 0.000
AR between Tq and Tg 8.57 3.36-21.85 0.000
HGG of any class at Tg 4.66 1.89-11.48 0.001

AR = acute graft rejection; Cl = confidence interval; ESRD = end-stage renal disease; HGG = hypogammaglobulinemia; HR = hazard
ratio; SOT = solid-organ transplantation; To, baseline; Ty, month 1; Tg, month 6.

*Per unitary increment.

"Model adjusted for glomerulonephritis as underlying ESRD, diabetes mellitus and heart disease as pretransplant conditions, donation
after cardiac death, cold ischemia time, graft function at T1 (MDRD-4), administration of steroid boluses during month 1, serum albumin
levels at Ty and HGG of any class at Ty.

2Model adjusted for diabetes mellitus and chronic lung disease as pretransplant conditions, donation after cardiac death, requirement for
re-operation during month 1, administration of steroid boluses during month 1, graft function at Ty (MDRD-4) and serum albumin levels
atTy.

3Model adjusted for recipient age, peripheral vascular disease as pretransplant condition, administration of steroid boluses between T,
and Tg, occurrence of overall infection between Ty and Tg and graft function at Tg (MDRD-4).

4Model adjusted for glomerulonephritis as underlying ESRD, peripheral vascular disease as pretransplant condition, administration of
steroid boluses between Tq and Tg, occurrence of bacterial infection between Tq and Tg and graft function at Tg (MDRD-4).

those with or without the complete blood sampling pro- syndromes and causative agents are prone to type 2 error
tocol. The generalizability of our findings may be limited due to poor statistical power. Finally, and even adjusting
by its single-institution design. Despite the large sample for a number of clinical variables, we cannot exclude the
size, the low incidence rates observed for some clinical impact of potential confounders and therefore conclusions

Table 7: Complementary log-log discrete time hazards model for posttransplant infection

Overall infection Adjusted HR' 95% ClI p-Value
Recipient age, years*® 1.01 1.00-1.03 0.013
Previous SOT 1.71 1.14-2.57 0.009
Glomerulonephritis as underlying ESRD 0.55 0.33-0.93 0.025
Posttransplant HGG of any class 2.03 1.39-2.96 0.000
AR during posttransplant period 0.98 0.97-0.99 0.004
Bacterial infection Adjusted HR? 95% ClI p-Value
Recipient age, years™ 1.02 1.00-1.04 0.009
Previous SOT 1.99 1.21-3.27 0.006
Glomerulonephritis as underlying ESRD 0.52 0.27-0.99 0.047
Posttransplant HGG of any class 2.68 1.66-4.34 0.000
AR during posttransplant period 2.68 1.53-4.68 0.000

AR = acute graft rejection; Cl = confidence interval; ESRD = end-stage renal disease; HGG = hypogammaglobulinemia; HR = hazard
ratio; SOT = solid-organ transplantation.

*Per unitary increment.

"Model adjusted for diabetes mellitus, heart disease and peripheral vascular disease as pretransplant conditions, donation after cardiac
death, requirement for reoperation during month 1, graft function at T1 (MDRD-4) and administration of steroid boluses.

2Model adjusted for diabetes mellitus and peripheral vascular disease as pretransplant conditions, donation after cardiac death, require-
ment for reoperation during month 1, graft function at Ty (MDRD-4) and administration of steroid boluses.
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regarding the risk factors for HGG or the causality relation-
ship between such complication and infection should be
taken with caution.

In conclusion, our study suggests that a systematic mon-
itoring of humoral immune status after KT may identify a
subgroup of recipients at a highest risk of infectious compli-
cations, mainly bacterial. Thus, we propose that patients at
risk of acquired posttransplant HGG should deserve close
surveillance, prolonged prophylaxis and, eventually, a de-
crease of the immunosuppressive therapy. The assess-
ment of serum immunoglobulin levels by nephelometry
constitutes an affordable (=13 US Dollars per determina-
tion) and easily available technique for most laboratories
(3), compared to other more time- and cost-consuming
immune-monitoring assays (34). In addition, HGG is a po-
tentially reversible condition and some studies have eval-
uated the impact of preemptive intravenous immunoglob-
ulin replacement on the occurrence of infection, mainly in
heart transplant recipients (35,36). Although a complete
cost-effectiveness analysis of this strategy in the setting
of KT is beyond the aims of our study, it appears to be
promising in view of the infection-related hospitalization
costs estimated for other types of immunocompromised
hosts (37). Our experience paves the way for future stud-
ies, which should assess potential benefits of substitutive
immunoglobulin therapy and the optimal time point of such
intervention.
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Abstract

Purpose To identify reversible risk factors for Clostrid-
ium difficile infection (CDI) after kidney transplantation
(KT) that could lead to a reduction in its incidence and
associated complications.

Methods We performed a single-center case—control
study in which 41 patients undergoing KT between Febru-
ary 2009 and July 2013 who developed a first episode of
post-transplant CDI were included as cases. Patients trans-
planted at the same calendar day (+2 weeks) as each case
with no evidence of CDI and comparable risk exposure
period were chosen as controls (2:1 ratio). Serum immuno-
globulin and complement levels were systematically meas-
ured at baseline and months 1 and 6 after transplantation.

This study was partially presented at 53rd Annual Interscience
Congress on Antimicrobial Agents and Chemotherapy (ICAAC),
Denver, CO (September 10-13, 2013).
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Results Multivariate regression analysis identified age-
adjusted Charlson comorbidity index (odds ratio [OR] per
unitary increment 1.31; P value = 0.043), delayed graft
function (OR 2.76; P value = 0.039), prior cytomegalovi-
rus (CMV) disease (OR 6.85; P value = 0.011) and prior
acute graft rejection (OR 5.92; P value = 0.008) as risk fac-
tors for post-transplant CDI. Cases with their first episode
of CDI occurring beyond the first month were more likely
to have IgG hypogammaglobulinemia (HGG) at month 1 (P
value = 0.002), whereas cases with CDI beyond the sixth
month were more likely to have HGG of any class at month
6 (P value = 0.003). Poor outcome (graft loss and/or all-
cause mortality) was more common among cases (adjusted
hazard ratio 5.69; P value = 0.001).

Conclusion The occurrence of CDI exerts a detrimental
effect on graft and patient outcome. Post-transplant HGG was
a potentially modifiable risk factor for CDI in KT recipients.
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The usefulness of monitoring of complement levels in
predicting the occurrence of infection in kidney trans-
plant (KT) recipients remains largely unknown. We
prospectively assessed serum complement levels (C3
and C4) at baseline and at months 1 and 6 in 270 pa-
tients undergoing KT. Adjusted hazard ratios (aHRs) for
infection in each posttransplant period were estimated
by Cox regression. The prevalence of C3 hypocom-
plementemia progressively decreased from 21.5% at
baseline to 11.6% at month 6 (p = 0.017), whereas
the prevalence of C4 hypocomplementemia rose from
3.7% at baseline to 9.2% at month 1 (p = 0.004).
Patients with C3 hypocomplementemia at month 1
had higher incidences of overall (p = 0.002), bacterial
(p = 0.004) and fungal infection (p = 0.019) in the inter-
mediate period (months 1-6). On multivariate analysis
C3 hypocomplementemia at month 1 emerged as a

risk factor for overall (aHR 1.911; p = 0.009) and bac-
terial infection (aHR 2.130; p = 0.014) during the inter-
mediate period, whereas C3 hypocomplementemia at
month 6 predicted the occurrence of bacterial infection
(aHR 3.347; p = 0.039) in the late period (>6 month). A
simple monitoring strategy of serum C3 levels predicts
the risk of posttransplant infectious complications in
KT recipients.

Key words: Complement system, hypocomplement-
emia, infection, kidney transplantation, outcome; risk
factors

Abbreviations: APN, acute pyelonephritis; AR, acute
graft rejection; Cl, confidence interval; CMV, cy-
tomegalovirus; CPR, C-reactive protein; ESRD, end-
stage renal disease; HGG, hypogammaglobulinemia;
HLA, human leukocyte antigen; HR, hazard ratio; HSV,
herpes simplex virus; ICC, interclass correlation; Ig,
immunoglobulin; INR, internationalized normal ratio;
KT, kidney transplant; LRTI, lower respiratory tract
infection; MBL, mannose-binding lectin; MDRD, mod-
ification of diet in renal disease; OR, odds ratio; SD,
standard deviation; SOT, solid organ transplant; VVZ,
varicella-zoster virus.
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Introduction

The complement system plays a crucial role in the in-
nate immune response against infection and enhances
the adaptive immunity by means of an intricate inter
action between soluble activation products and cell sur
face receptors. Activation of the complement system
triggers a constellation of effects including opsonization,
chemotaxis, phagocytosis and cytotoxicity (1). These host-
defense functions become particularly relevant in the
setting of immunosuppression after solid organ transplan-
tation (SOT), which is mostly targeted against the adap-
tive immune arm (2). The lectin pathway—one of the
three complement activation cascades—has been exten-
sively studied in the SOT population, thus demonstrat-
ing that both mannose-binding lectin (MBL) serum levels
and polymorphisms of the MBL gene (mbl2) exert an im-
portant impact on the risk of infection in liver (3-5) and
kidney transplant (KT) recipients (6-8). Nevertheless, the
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assessment of MBL status is still far from being incorpo-
rated into routine clinical practice.

A more feasible approach to explore the complement sys-
tem in SOT recipients could be based on the monitor
ing of a number of serum complement factors during
the posttransplant period. The fourth component of the
complement system (C4) holds a central position in the
classical pathway, whereas all three activation cascades—
classical, alternative and lectin pathways—converge at the
level of the third component (C3) to form the C5 conver
tase (C4bC2aC3b from classical and MBL pathways, and
[C3b],Bb from alternative pathway), finally resulting in the
formation of the membrane attack complex (1). In addi-
tion, cleavage products of both factors potentiate antibody
response, trigger local inflammatory responses, and en-
hance immunologic memory (9). Although previous studies
have found that decreased levels of C3 may be associated
to the occurrence of infectious complications after liver (10)
and heart transplantation (11), the evidence on this issue
is scarce. This study was aimed at investigating the inci-
dence and predisposing factors for hypocomplementemia
in a large series of KT recipients, as well as to evaluate
the usefulness of the monitoring of serum complement
factors (C3 and C4) in predicting the risk of infection in this
population.

Methods

Study population

We conducted a prospective cohort study at the University Hospital “12
de Octubre” (Madrid, Spain), a 1360-bed tertiary-care center with more
than 25 years of experience in SOT. Beginning in November of 2008 all
consecutive patients aged 18 years or older who underwent KT at our in-
stitution were included in a prospective immune status assessment based
on serial measurements of total lymphocyte and peripheral blood lympho-
cyte subpopulations counts, serum immunoglobulin (Ig) levels (IgG, IgA and
IgM), and serum complement levels. Partial results have been previously
published (12). We excluded patients with known pretransplant primary im-
munodeficiencies or human immunodeficiency virus infection, and those
who died or developed graft loss within the first week. The local Clinical Re-
search Ethics Committee approved the study protocol, and written informed
consent was obtained from all participants

Study design and immune status assessment

Serum samples were collected just before transplantation (baseline) and at
months 1 and 6. Serum complement levels (C3 and C4) were determined
by nephelometry (Immage 800, Beckman Coulter, Villepinte, France). Nor-
mal ranges, as established by our laboratory, were between 83.0 and 171.0
mg/dL for C3, and between 14.0 and 38.0 mg/dL for C4. Patients were en-
rolled at the time of transplantation and followed for at least one year, unless
death or graft loss were documented earlier. We divided the posttransplant
follow-up period in three intervals: early (first month), intermediate (months
1-6) and late (>~6 months). The primary study outcome was the occurrence
of at least one episode of infection during each posttransplant period. We
excluded from the analysis asymptomatic bacteriuria, lower urinary tract
infections (cystitis, urethritis and prostatitis), and upper respiratory tract in-
fections not requiring hospital admission. The secondary study outcome
was all-cause mortality. A number of pretransplant, perioperative and post-

transplant variables were prospectively recorded. Glomerular filtration rate
was estimated using the modification of diet in renal disease (MDRD-4) for-
mula (13). Since most of the plasma complement components are biosyn-
thesized in the liver (9), we used serum albumin levels and internationalized
normal ratios (INR) at months 1 and 6 as surrogate markers of liver function.

/] ion and prophy

Detailed descriptions of the induction therapies and maintenance immuno-
suppressive regimens used in the cohort, as well as the antibiotic and
anticytomegalovirus (anti-CMV) prophylaxis, are available in the Supporting
Information that accompanies this paper.

Definitions

Hypocomplementemia was defined as a decrease in serum complement
levels below the lower normal range given by our laboratory (as detailed
above). Hypogammaglobulinemia (HGG) was defined as a serum IgG level
<700 mg/dL (12). The different infectious syndromes and acute graft rejec-
tion (AR) were defined according to commonly accepted criteria (14-18).
Detailed definitions of the outcomes analyzed in the study may be found in
the Supporting Information.

Statistical analysis

Quantitative data were shown as the mean + standard deviation (SD) or
the median with interquartile ranges (Q;—-Q3). Qualitative variables were
expressed as absolute and relative frequencies with 95% confidence inter-
vals (Cls). Categorical variables were compared using the x 2 test, Fisher’s
exact test and McNemar test for repeated measures, as appropriate. Stu-
dent’s t-test or Mann-Whitney U test were applied for continuous variables.
The linear associations between the normally distributed variables were
assessed by Pearson’s correlation coefficients. Patient and infection-free
survival curves were estimated by the Kaplan-Meier method, and differ-
ences between groups were compared with the log-rank test. Backward
stepwise Cox proportional hazards models were used to evaluate the as-
sociation between hypocomplementemia and both primary -and secondary
study outcomes. Serum complement levels were also introduced into the
models as continuous variables. Results are expressed as hazard ratios
(HRs) with 95% Cls. Logistic regression was used to identify predictors of
hypocomplementemia at baseline. Those variables found to be significant (p
< 0.05) in the univariate analysis were included into the model in a backward
stepwise fashion. We assessed the goodness of fit of the model using the
Hosmer and Lemeshow test. Finally, predictors of hypocomplementemia
during the posttransplant period were identified by mixed-effects logistic
regression model, in order to take into account the within-subject corre-
lation at different time points (months 1 and 6). The intraclass correlation
(ICC) statistic represents the degree of association of the longitudinal data
within subject, and specifically indicates the proportion of variance in the
data attributable to individuals. A large ICC indicates that there is a large de-
gree of homogeneity within subjects (19). Results are given as odds ratios
(ORs) with 95% Cls. All the significance tests were two-tailed. Statistical
analysis was performed using SPSS v. 15.0 (Statistical Package for Social
Sciences, Inc., Chicago, IL, USA), STATA v. 10 (Stata Statistical Software,
College Station, TX, USA) and EPIDAT v. 3.1 (Conselleria de Sanidade, Xunta
de Galicia, Spain).

Results

Baseline characteristics

We included 270 patients undergoing KT between Novem-
ber 2008 and May 2011 whose main clinical characteristics
and posttransplant outcomes are summarized in Table 1.
Assessment of serum complement factors at baseline was

American Journal of Transplantation
doi: 10.1111/ajt.12055

200



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

Table 1: Clinical characteristics and posttransplant outcome of 270
patients analyzed

Variable N (%)
Age of recipient, years (mean £ SD) 54.6 + 14.4
Gender (male) 170 (63.0)
Pretransplant comorbidities
Diabetes mellitus 70 (25.9)
Heart disease 66 (24.4)
Chronic lung disease 36 (13.3)
Chronic liver disease 15 (5.6)
Previous solid organ transplantation 63 (23.3)
>2 previous transplants 15 (5.6)
Etiology of underlying ESRD
Glomerulonephritis 58 (21.5)
Diabetic nephropaty 49 (18.1)
Nephroangiosclerosis 35 (13.0)
Policystosis 34 (12.6)
Chronic interstitial nephropathy 23 (8.5)
Unknown 20 (7.4)
Other 51 (18.9)
Baseline serostatus
Hepatitis C virus 28 (10.4)
Hepatitis B virus 3 (1.1)
CMV status D+/R- 22 (8.1)
CMV status D-/R- 3 (1.1)
Pretransplant renal replacement therapy
Hemodialysis 221 (81.9)
Continuous ambulatory peritoneal 33 (12.2)
dialysis
Age of donor, years (mean + SD) 52.4 + 16.6
Type of donor
Brain-dead donor 183 (67.8)
Donor after cardiac death 77 (28.5)
Living donor 10 (3.7)
Number of HLA mismatches [mean 4 (3-5)
(Q1-Qg3 range)]
Cold ischemia time, hours (mean + SD) 16.9+6.7
Induction therapy
None 53 (19.6)
Basiliximab 89 (33.0)
Antithymocyte globulin 127 (47.0)
Primary immunosuppression scheme
Tacrolimus, mycophenolate mofetil, 240 (88.9)
and steroids
Tacrolimus, azathioprine, and 28 (10.4)
steroids
Posttransplant complications
Delayed graft function 165 61.1)
Requirement of surgical 36 (13.3)
intervention’
At least one episode of AR 63 (23.3)
>2 episodes of AR 9 (3.3)
Overall patient mortality 17 6.3)
Infection-related mortality 10 3.7)
Graft loss 18 6.7)

AR = acute graft rejection; CMV = cytomegalovirus; ESRD =
end-stage renal disease; HLA = human leukocyte antigen; SD =
standard deviation.

TWithin the first posttransplant month.
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performed in all the participants. Samples at months 1 and
6 were available in 240 and 189 patients, respectively. We
found no significant differences with regard to posttrans-
plant infection or outcome between patients with immune
assessment at months 1 and 6, and those from whom no
specimens could be obtained (data not shown).

Posttransplant outcomes

The median follow-up was 493.5 days (Q,-Q3 range, 404—
738.7 days), with 231 patients (85.5%) reaching at least
12 months (total follow-up of 147 720 transplant-days). All-
cause mortality was 6.3% (17 patients died at a median
interval from transplantation of 174 days [Q;-Qz range,
65-424 days]). One- and two-year survival rates were 95%
and 92%, respectively. Death-censored graft survival at the
end of follow-up was 92.9%.

Sixty-three patients (23.3%) had at least one AR episode
during the follow-up period (mean, 1.14 + 0.35 episodes
per patient), including 11 cases of increase of serum cre-
atinine without histological confirmation. The median in-
terval to the first episode was 22 days (Q;-Qz range,
12-77.25 days). The treatment for AR was based on
the administration of steroid boluses (57 episodes), poly-
clonal immunoglobulins (32 episodes), plasmapheresis (20
episodes), rituximab (10 episodes) and antithymocyte glob-
ulin (5 episodes), alone or in combination.

A total of 147 recipients (54.4%) developed 320 episodes
of posttransplant infection (overall incidence rate of 2.16
per 1000 transplant-days). The distribution of clinical syn-
dromes and microorganisms is shown in Table 2.

Timing and i
on outcomes

As shown in Figure 1, the prevalence of C3 hypocomple-
mentemia at baseline and month 1 was 21.5% (95% Cl:
17-26%) and 20.4% (95% Cl: 15-26%), respectively (p =
0.89), and decreased at month 6 to 11.6% (95% CI: 7—
16%) (p = 0.017 compared to baseline). On the contrary,
the prevalence of C4 hypocomplementemia significantly
rose from 3.7% (95% Cl: 1-6%) at baseline t0 9.2% (95%
Cl: 5-13%) at month 1 (p = 0.004) and remained stable
at month 6 (7.9%; 95% Cl: 4-12%). Only four and five pa-
tients exhibited persistently low serum C3 and C4 levels
throughout the entire study period, respectively. Figure 2
shows serum complement levels in patients with and with-
out hypocomplementemia at different study time points.
Pearson's correlation matrixes revealed a significant posi-
tive correlation for both C3 and C4 values at different time
points (data available as Supporting Information). We also
found a positive correlation between C3 and C4 levels at
baseline (r = 0.441; p < 0.001) and months 1 (r = 0.450;
p < 0.001) and 6 (r = 0.444; p < 0.001).

pact of hyp f

Patients with either C3 or C4 hypocomplementemia at
baseline did not experience higher rates of infection in the
early period (first month) when compared to those with
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Table 2: Site and causative agents involved in the 320 episodes
of posttransplant infection

N (%)
Clinical syndrome’
APN 54 (16.9)
CMV viral syndrome 74 (23.1)
Incisional surgical site infection 40 (12.5)
Pneumonia and LRTI 34 (10.6)
Skin and soft-tissue infection 23 (7.2)
Digestive tract infection 36 (11.3)
Intraabdominal infection 14 (4.4)
Bloodstream infection 64 (20.0)
Infective endocarditis 3 (0.9)
Other 1 (3.4)
Isolated microorganisms
Bacteria
Enterococcus spp. 16 (5.0)
Coagulase-negative staphylococci 15 (4.7)
Staphylococcus aureus 5 (1.6)
Viridans group streptococci 2 (0.6)
Escherichia coli 44 (13.7)
Klebsiella spp. 7 2.2)
Other Enterobacteriaceae 8 (2.5)
Pseudomonas spp. 21 6.6)
Other nonfermenting gram negative bacilli 2 (0.6)
Clostridium difficile 14 (4.4)
Mycobacterium tuberculosis complex 2 (0.6)
Polymicrobial 5 (1.6)
Other 2 (0.6)
No microbiological diagnosis 30 (9.4)
Viruses
CmMvV 93 (29.1)
HSV-1 and 2 " (3.4)
Varicella-zoster virus 7 (2.2)
Other 1 (3.4)
Fungi
Candida spp. 14 (4.4)
Aspergillus fumigatus 2 (0.6)
Other 1 0.3)
Parasites (Leishmania donovani complex) 3 (0.9)

APN = acute pyelonephritis; CMV = cytomegalovirus; HSV =
herpes simplex virus; LRTI = lower respiratory tract infection.
TThe total number may be less than the sum of each syndrome
because more than one infection was simultaneously present
in some patients (i.e. bloodstream infection associated to focal
infection).

normal pretransplant levels. Recipients with C4 hypocom-
plementemia at month 1 only exhibited a higher cumulative
incidence of acute pyelonephritis (p = 0.046) during the in-
termediate period, with no differences in other types of
infection. Finally, there were neither significant differences
in the incidence of infection during the late period in pa-
tients with or without C4 hypocomplementemia at month
6 (data not shown).

The incidences of infection during the posttransplant peri-
ods according to serum C3 levels are shown in Table 3.
Patients with C3 hypocomplementemia at month 1
had a higher cumulative incidence of overall infection
(p = 0.002), bacterial infection (p = 0.004), pneumonia

Fgcs
W

Patients (%)

Baseline Month 1 Month 6

Figure 1: Prevalence of C3 and C4 hypocomplementemia
throughout the first 6 months after KT (C3 levels: p = 0.015
for the difference between baseline and month 6; C4 levels:
p = 0.004 for the difference between baseline and month 1).
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Figure 2: Box-whisker plots showing serum complement lev-
els in patients with (blank boxes) and without hypocomple-
mentemia (gray boxes): C3 levels (2A) and C4 levels (2B) [me-
dian (dot), interquartile range (box), maximum and minimum
values (whiskers), outlier values (circles) and extreme values
(asterisks)].
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Table 3: Incidence of posttransplant infection according to the
presence or absence of C3 hypocomplementemia

C3 hypocomplementemia

Incidence of infection in the at month 1

intermediate posttransplant Present Absent p-
period (months 1-6) (%) (n=49) (h=191) Value
Any infection 28(57.1) 63(33.00 0.002
Episodes (mean number +SD) 1.2+ 1.3 0.6+09 0.000
Incidence rate’ 8.2 4.0 0.000
Bacterial infection 18(36.7) 34(17.8) 0.004
Bloodstream infection 6(12.2) 13(6.8) 0.167
Pneumonia 6(12.2) 8(4.2) 0.043
APN 6(12.2) 10(6.2) 0.082
Intraabdominal infection 3 (6.1) 6(3.1) 0271
Fungal infection 6(12.2) 6(3.1) 0.019
CMV disease 17(34.7) 42(22.0)0 0.065
CMV end-organ disease 4(8.2) 8(4.2) 0.212
Non-CMV viral infection 7(14.3) 8(4.2) 0.017
HSV or VZ infection 6(12.2) 3(1.6) 0.003

C3 hypocomplementemia

Incidence of infection in the at month 6

posttransplant period Present Absent p-
(>6 month) (%) (n=22) (n=167) Value
Any infection 6(27.3) 26(15.6) 0.142
Episodes (mean number +SD)  0.3+0.7 0.2+0.7 0.377
Incidence rate’ 0.93 059 0373
Bacterial infection 5(22.7) 16(9.6) 0.077
Bloodstream infection 2(9.1) 5(3.0  0.190
Pneumonia 2(9.1) 5(3.0 0.190
Acute pyelonephritis 1(4.5) 8(4.8) 0.718
CMV disease 3(13.6) 12(7.2) 0.246
Non-CMV viral infection 1(4.5) 8(4.8) 0.718

APN = acute pyelonephritis; CMV = cytomegalovirus; HSV =
herpes simplex virus; SD = standard deviation; VVZ = varicella-
zoster virus.

"Data presented as number of infectious episodes per 1000
transplant-days.

(p = 0.043), fungal infection (p = 0.019), and non-CMV
viral infection (p = 0.017) during the intermediate period
(months 1-6). We also found a trend toward an increased
cumulative incidence of CMV disease (p = 0.065). The
incidence rate of overall infection and the mean number
of infectious episodes per recipient were also higher in
these patients as compared to those with normal C3 lev-
els at month 1 (p < 0.001 for both). The presence of C3
hypocomplementemia at month 6 was associated with a
higher cumulative incidence of bacterial infection in the late
period (>6 month), although the difference did not attain
statistical significance (p = 0.077). Figures 3 and 4 show
overall infection-free survival during the intermediate pe-
riod and bacterial infection-survival during the late period,
respectively.

When focused specifically on the 31 patients (12.9%) with
“de novo" C3 hypocomplementemia at month 1 (thus with
normal levels at baseline), we found a higher cumulative
incidence of bacterial infection during the intermediate
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Figure 3: Kaplan-Meier curves of infection-free survival
throughout the i di period (months 1-6) according
to the pr of C3 hyp | ia at month 1 (log-
rank test; p = 0.001).
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Figure 4: Kaplan-Meier curves of bacterial infection-free sur-
vival throughout the late period (>6 months) according to
the pi of C3 hyp pl at month 6 (log-
rank test; p = 0.017).
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Table 4: Multivariate analysis of risk factors for posttransplant infection (Cox proportional hazards model)

Adjusted HR 95% ClI p-Value

Overall infection in the intermediate period (months 1-6)"

Recipient age, years* 1.032 1.014-1.050 <0.001

Posttransplant renal artery stenosis 2.017 1.168-3.481 0.012

Serum albumin levels at month 1, g/dL* 0.542 0.361-0.814 0.003

C3 hypocomplementemia at month 1 1911 1.175-3.108 0.009
Bacterial infection in the intermediate period (months 1-6)2

Recipient age, years* 1.033 1.008-1.058 0.008

Serum albumin levels at month 1, g/dL* 0.371 0.229-0.602 <0.001

C3 hypocomplementemia at month 1 2.130 1.167-3.889 0.014
Overall infection in the late period (>6 months)3

Previous SOT 3.118 1.438-6.760 0.004

Graft function at month 6, mL/min* 0.973 0.951-0.995 0.018
Bacterial infection in the late period (>6 months)*

C3 hypocomplementemia at month 6 3.347 1.061-10.562 0.039

AR = acute graft rejection; Cl = confidence interval; ESRD = end-stage renal disease; HGG = hypogammaglobulinemia; HLA = human
leukocyte antigen; HR = hazard ratio; SOT = solid organ transplantation.

*Per unitary increment.

"Model adjusted for number of pretransplant chronic comorbidities, glomerulonephritis as underlying ESRD, number of HLA mismatches,
basiliximab as induction therapy, and requirement for reoperation within the first month.

2Model adjusted for number of pretransplant chronic comorbidities, diabetes mellitus as pretransplant condition, requirement for reoper-
ation within the first month, occurrence of AR within the first month, and posttransplant renal artery stenosis.

3Model adjusted for recipient age, peripheral vascular disease as pretransplant condition, administration of steroid boluses within the
intermediate period (months 1-6), serum albumin levels at month 6, IgG HGG at month 6, C3 hypocomplementemia at month 6, and
graft function (MDRD-4) at month 6.

4Model adjusted for recipient age, number of pretransplant chronic comorbidities, peripheral vascular disease as pretransplant condition,
glomerulonephritis as underlying ESRD, occurrence of AR within the first month, serum albumin levels at month 6, IgG HGG at month 6,

and graft function (MDRD-4) at month 6.

period in this subgroup as compared with those with
persistent hypocomplementemia (at baseline and month
1) and those with persistently normal C3 levels at both
time points (41.9% vs. 27.8% vs. 15.8%, respectively;
p = 0.003).

The Table 4 summarizes the results of multivariate Cox
proportional hazards models for posttransplant infection.
The presence of C3 hypocomplementemia at month 1 was
identified as an independent risk factor for overall infection
(HR 1.911; 95% CI: 1.175-3.108; p = 0.009) and bacte-
rial infection (HR 2.130; 95% CI: 1.167-3.899; p = 0.014)
during the intermediate period. C3 hypocomplementemia
at month 6 predicted the occurrence of bacterial infection
(HR 3.347; 95% Cl: 1.061-10.562; p = 0.039) in the late
period. When complement levels were analyzed as con-
tinuous variables, serum C3 levels at month 1 continued
to exert an independent—and protective—effect on the in-
cidence of overall (HR per unitary increment, 0.988; 95%
Cl: 0.979-0.997; p = 0.007) and bacterial infection (HR per
unitary increment, 0.980; 95% Cl: 0.968-0.992; p = 0.001)
during the intermediate period.

After excluding the only patient who died within the first
month (day 14), we found that those recipients with C3
hypocomplementemia at month 1 had worse 2-year sur
vival compared to those with normal values (84% vs. 94%;
p = 0.029; Figure 5). Infection accounted for most of
deaths in both groups (83.3% and 62.5%, respectively).

Due to the low number of deaths, we could not perform a
unique Cox regression model with all the potential risk fac-
tors for all-cause mortality. We alternatively attempted an
exploratory approach by performing different Cox models
that incorporated a maximum of two variables at a time—
including C3 hypocomplementemia at month 1. After ad-
justing in pairs for recipient age, number of pretransplant
chronic comorbidities, serum albumin levels at month 1,
requirement for reoperation within the first month, and
occurrence of delayed graft function, the presence of C3
hypocomplementemia remained as an independent risk
factor for all-cause mortality, or showed a near-significant
association with this outcome (minimum HR 2.709; 95%
Cl: 0.932-7.870; p = 0.067; remaining data not shown).

Risk factors for posttransplant hypocomplementemia
We further analyzed the risk factors for the development
of C3 hypocomplementemia. We did not find any cor
relation between markers of liver function—serum albu-
min levels and INR—and complement levels at months
1 or 6, as assessed by Pearson’s correlation coefficients.
With regards to humoral immunity, patients with IgG HGG
showed a lower prevalence of C3 hypocomplementemia
at month 6 (2.4% vs. 13.7%; p = 0.031), with no differ
ences at other time points (data available as Supporting
Information). Only recipient age was associated with C3
hypocomplementemia at baseline in the multivariate anal-
ysis. The mixed-effects logistic regression model identi-
fied C3 hypocomplementemia at baseline, graft function
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Figure 5: Kaplan—-Meier curves of patient survival according
to the p of C3 hyp pl ia at month 1 (log-
rank test; p = 0.029).

at month 1, and the time interval elapsed from
transplantation as predictors of the posttransplant occur
rence of C3 hypocomplementemia throughout the first 6
months after transplantation (Table 5).

Discussion

The risk of infection linked to over-immunosuppression re-
mains as one of the major concerns faced by clinicians
involved in the contemporary management of SOT recipi-
ents. Therefore, the search forimmunological markers eas-
ily available at the bedside has become critical (20). We
found that the presence of C3 hypocomplementemia at
month 1 after KT is associated with a twofold increase
in the risk of overall and bacterial infection in the inter
mediate period (months 1-6) after adjusting for potential
confounders—including serum albumin levels as surrogate
marker of nutritional status and liver function. Analogously,
C3 hypocomplementemia at month 6 increases by 3.3-fold
the risk of late bacterial infection. To our knowledge, the
present is the first study addressing the clinical value of
monitoring of serum complement factors to identify KT
recipients at highest risk of posttransplant infection. More-
over, our findings are in line with those reported in other
types of SOT (10,11).

End-stage renal disease (ESRD) due to diabetic nephropa-
thy and recipient age were the only factors indepen-
dently related to C3 hypocomplementemia at baseline in
our cohort—exerting a protective effect in both cases. A
population-based cohort study demonstrated that C3 lev-
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els were higher in men who subsequently developed dia-
betes, probably reflecting a low-grade systemic inflamma-
tion (21). Serum C3 levels have been also associated with
waist adiposity and insulin resistance, as adipose tissue
may act as an alternative site of synthesis of this compo-
nent (22). Therefore, diabetic patients with ESRD seem to
be protected to some degree against the development of
hypocomplementemia.

There is scarce information regarding the kinetics of com-
plement levels after KT (23-25). Barnes et al. did not find
significant differences between pre- and posttransplant val-
ues of C3 (23). Accordingly, the prevalence of C3 hypocom-
plementemia was similar at baseline and at month 1 in the
present cohort (~*20%), and only fell in the late period.
A recent study reported a prevalence of C3 hypocomple-
mentemia very close to ours (19%) in stable KT recipi-
ents (25). The presence of low complement levels already
at baseline emerged as the strongest risk factor for the
occurrence of C3 hypocomplementemia throughout the
first 6 months. The incorporation into the Banff criteria of
C4d staining in the peritubular capillaries exemplifies the
role of the classical activation pathway in the antibody-
mediated alloreactivity (26). The occurrence of AR has
been associated with a decrease in serum complement
levels (23,25). We found that AR within the first month
increased the risk of C3 hypocomplementemia during the
subsequent period. Interestingly, graft function at month 1
emerged as an independent predictor of C3 hypocomple-
mentemia, maybe reflecting the deleterious impact of early
AR episodes on the serum complement levels. Therefore,
we hypothesize that low complement levels are plausibly
secondary to rejection-associated complement activation,
rather than to a defective synthesis. Supporting this, we did
not find any correlation between markers of liver function
and complement levels at months 1 or 6. Unfortunately, the
lack of measurements of complement activation hinders
further insight into the mechanisms leading to hypocom-
plementemia.

The importance of the innate immunity—and specifically
complement system—is increasingly being recognized in
situations of impaired adaptive immunity such as immuno-
suppression following SOT (27). Hypocomplementemia at
baseline did not have any significant effect on the risk
of early infection in our study. This finding may be jus-
tified by the predominance of donor-derived and device-
associated nosocomial infections during the first post-
transplant month, with a minor impact of recipient's net
immunosuppressive state (20). On the contrary, the pres-
ence of C3 hypocomplementemia beyond the first month
exerted a significant impact on the incidence of overall and
bacterial infection, as well as on some specific infectious
syndromes.

Cumulative incidence of pneumonia was threefold higher
in those recipients with lower C3 levels, with the
difference achieving statistical significance during the
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Table 5: Risk factors for the occurrence of C3 hypocomplementemia at baseline (binary logistic regression model) and throughout the
first 8 months after kidney transplantation (mixed-effects logistic regression model)

Univariate analysis

Multivariate analysis

OR 95% ClI p-Value OR 95% ClI p-Value
C3 hypocomplementemia at baseline’
Recipient age, years* 0.97 0.95-0.99 0.014 0.98 0.95-0.99 0.036
Diabetic nephropathy 0.36 0.14-0.95 0.034 - -
C3 hypocomplementemia during the posttransplant period?
Pretransplant chronic lung disease 2.34 1.04-5.27 0.035 - -
Pretransplant chronic liver disease 3.13 0.77-12.85 0.122 - -
Pretransplant periodic hemodialysis 4.32 1.28-14.59 0.011 - -
Previous SOT 4.41 1.21-16.13 0.037 - -
Antihepatitis C virus positive status 5.04 1.85-13.75 0.003
C3 hypocomplementemia at baseline 3.24 1.61-6.55 0.001 6.80 2.42-19.12 <0.001
Induction therapy 2.40 0.89-6.46 0.074 - -
AR within the first month 2.62 1.19-5.80 0.014 - -
Administration of steroid boluses 3.48 0.99-12.27 0.063 - -
Graft function at month 1, mL/min* 0.96 0.94-0.98 <0.001 0.97 0.94-0.99 0.005
IgG HGG at month 6 0.79 0.70-0.91 0.031 - -
Time interval since transplant
Baseline to month 1 1 - - -
Months 1-6 0.40 0.19-0.82 0.012 0.41 0.20-0.83 0.014

ratio.

*Per unitary increment.

"Hosmer and Lemeshow test: p value = 0.428.
2Interclass correlation statistic: 0.390.

intermediate period. Experimental models of pneumonia
have highlighted the role of C3 in pulmonary defence
against Streptococcus pneumoniae and Pseudomonas
aeruginosa (28,29), further supported by previous clini-
cal observations (30). Both CMV and other viral infec-
tions were also more frequent in patients with hypocom-
plementemia at month 1. C3 has been shown to be
critical in B cell activation and T cell dependent antibody
responses during viral infections, as demonstrated for her
pes simplex (31) or influenza viruses (32). MBL deficiency
has been identified as a risk factor for the development
of CMV infection in KT recipients in some studies (6), but
not in others (8). Finally, the cumulative incidence of fun-
gal infection during the intermediate period, mainly due
to Candida spp., was higher among hypocomplementemic
patients. It has been reported that C3-deficient mice are
exposed to an increased susceptibility to Candida infec-
tion and delayed fungal clearance (33). Sarmiento et al.
found no association between C3 levels and the incidence
of fungal infection—mainly invasive aspergillosis—in heart
transplant recipients (11).

Despite the pivotal role of C4 in the classical activation
pathway of the complement system, we found no evi-
dence that serum levels of this component influence the
risk of infection. This observation is supported by that previ-
ously reported by Wahrmann et al. showing no significant
effect of C4 gene copy-number variations—the number
of inherited copies closely correlates with serum C4 con-
centrations and complement activity—on kidney allograft
outcome or infection-related hospitalization rate (34).

AR = acute graft rejection; Cl = confidence interval; HGG = hypogammaglobulinemia; SOT = solid organ transplantation; OR = odds

Interestingly, C3 hypocomplementemia was associated
with a worse patient survival in the present study. On
the opposite, Berger et al. demonstrated superior graft
and patient survival in KT (35) and pancreas—kidney recipi-
ents (36) with low MBL levels. One explanation for these
apparently conflicting findings might lie in the fact that
most of graft losses and deaths in these later studies were
due to treatment-resistant AR and cardiovascular complica-
tions, whereas most of deaths in our cohort were infection-
related. Therefore, complement-status seems to be a
two-sided sword in posttransplant outcome, with differ
ent impacts on the risk of infection, ischemia-reperfusion
damage, and cardiovascular events.

Despite its notable strengths—Ilarge sample size, prospec-
tive design with scheduled sampling times, accurate as-
sessment of the type of infection in each posttransplant pe-
riod, and relatively low loss-to-follow-up rate—the present
study also has some limitations. The single center nature
of our findings hinders its generalizability to other institu-
tions with different posttransplant strategies in prophylaxis
or routine laboratory testing. We did not perform functional
complement assays (i.e. CH50) or measure cleavage prod-
ucts of C3 or C4 (i.e. C3d or C4d). As commented, such
limitation prevented us from assessing whether hypocom-
plementemia was the result of complement activation, im-
paired synthesis, or increased consumption. In addition,
we did not compare the prognostic impact of C3 hypocom-
plementemia and MBL-deficient states, whose predictive
value for posttransplant infection is supported by an in-
creasing amount of evidence (2-8). Our study also lacks
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parison of which with serum complement would have been
of interest. Nevertheless, the inclusion of serum albumin
as inverse acute-phase reactant in all the multivariate mod-
els could partially overcome this limitation, since albumin
levels exhibits a strong and negative correlation with CPR
in hemodialysis patients (37). Finally, the sample size might
not be large enough to detect differences in incidence rates
of late infection.

In conclusion, this study suggests that a simple monitor
ing schedule of serum C3 levels during the posttransplant
follow-up can effectively predict the risk of infectious com-
plications in KT recipients. The measurement of serum
complement levels by nephelometry is an affordable and
broadly available technique, thus contributing to the even-
tual cost-effectiveness of such strategy. Further studies
are needed to enlighten the role of complement system
in the pathogenesis of infection after KT, as well as its po-
tential clinical implications. Meanwhile, our findings may
open new perspectives in the design of individualized ap-
proaches for posttransplant prophylaxis, tapering of im-
munosuppression, and preemptive therapy.
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Summary

Serial monitoring of peripheral blood lymphocyte subpopulations (PBLSs) counts
might be useful in predicting post-transplant opportunistic infection (OI) after
kidney transplantation (KT). PBLSs were prospectively measured in 304 KT recip-
ients at baseline and post-transplant months 1 and 6. Areas under receiver operat-
ing characteristic curves were used to evaluate the accuracy of different
subpopulations in predicting the occurrence of overall OI and, specifically, cyto-
megalovirus (CMV) disease. We separately analyzed patients not receiving
(n = 164) or receiving (n = 140) antithymocyte globulin (ATG) as induction
therapy. In the non-ATG group, a CD8" T-cell count at month 1
<0.100 x 10* cells/ul had negative predictive values of 0.84 and 0.86 for the sub-
sequent occurrence of overall OI and CMYV disease, respectively. In the multivari-
ate Cox model, a CD8" T-cell count <0.100 x 10° cells/ul was an independent
risk factor for OI (adjusted hazard ratio: 3.55; P-value = 0.002). In the ATG
group, a CD4" T-cell count at month 1 <0.050 x 10’ cells/ul showed negative
predictive values of 0.92 for the subsequent occurrence of overall OI and CMV
disease. PBLSs monitoring effectively identify KT recipients at low risk of OI, pro-
viding an opportunity for individualizing post-transplant prophylaxis practices.
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Introduction

Infection remains one of the main causes of morbidity
and mortality after kidney transplantation (KT) [1,2].
Current immunosuppressive regimens are mostly tar-
geted against the adaptive arm of the immune system
[3]. Monitoring of cell-mediated immunity (CMI) has
been proposed as a promising strategy to reduce the
incidence of post-transplant infection by individualizing
immunosuppressive therapy. This monitoring may rely
on in vitro functional measures after nonspecific (i.e.,
phytohemagglutinin) or specific antigen stimulation [i.e.,
cytomegalovirus (CMV) viral peptides] [4-6]. In addi-
tion, an alternative approach to the CMI status could be
based on quantitative surrogate parameters, such as the
counts of total lymphocyte and peripheral blood lym-
phocyte subpopulations (PBLSs). Kinetics of PBLSs could
be able to identify recipients at risk of post-transplant
infection in a similar way than that of other immuno-
compromised hosts, such as those infected with human
immunodeficiency virus (HIV) [7,8].

Others and we have analyzed the performance of moni-
toring of PBLSs in predicting the occurrence of infection in
different transplant populations [9-14]. Nevertheless, pre-
vious studies focused on KT are old, retrospective in
design, comprised small sample sizes or included only
HIV-infected recipients [11-13]. On the other hand, it is
well recognized the long-lasting and profound dose-depen-
dent T-cell depletion induced by polyclonal antithymocyte
preparations [3,15-17]. Therefore, the assessment of the
predictive capacity of PBLSs for post-transplant infection
should take into account the type of induction therapy
used. Notwithstanding this rationale, some of the previous
studies did not separately control for the effect of such a
variable [11].

This study was aimed at analyzing the association
between total lymphocyte and PBLS counts—as surrogate
markers of post-transplant CMI status—and the occur-
rence of opportunistic infection in a cohort of KT recipi-
ents stratified by use of antithymocyte globulin (ATG) as
induction therapy.

Patients and methods

Study population

Beginning in November 2008, all consecutive adult patients
who underwent KT at the University Hospital “12 de Octu-
bre” (Madrid, Spain) are being enrolled in a prospective
immune status assessment that includes measurements of
total lymphocyte and PBLS counts, serum immunoglobulin
levels, and serum complement levels at different time
points, as detailed below and elsewhere [18,19]. Patients
with known pretransplant primary immunodeficiencies or

2
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HIV infection and those who died or developed graft loss
within the first week after transplantation are excluded.
Our Clinical Research Ethics Committee approved the
study protocol, and written informed consent is obtained
from all participants prior to their inclusion. This study
was performed in accordance with the ethical standards laid
down in the Declaration of Helsinki (2008 version) and the
Declaration of Istanbul.

Immune status assessment

Whole-blood samples were collected just before transplan-
tation (baseline) and at post-transplant months 1 and 6
and analyzed within 18 h at the Department of Immunol-
ogy. Whole blood (50 pl) was stained with 10 pl of BD
Multitest 6-color TBNK reagent in Trucount tubes for
15 min. Red blood cells were lysed using fluorescence-acti-
vated cell sorting lysing solution. Determination of PBLSs
was performed with a FACSCanto II flow cytometer, and
data analyzed by FACSCanto clinical software (BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA) [20].

Study design

Patients were enrolled at the time of transplantation and
followed for at least 1 year, unless death or graft loss
occurred earlier. We divided the post-transplant follow-up
period in three intervals: early (first month), intermediate
(months 1-6), and late (>6 months). All the patients were
seen regularly in our outpatient transplant clinic. The pri-
mary study outcomes were the occurrence of overall oppor-
tunistic infection (including CMV disease, either viral
syndrome or end-organ disease) as defined below and,
independently, the occurrence of CMV disease during each
post-transplant period. All the episodes of infection were
prospectively collected by an infectious disease specialist
who was unaware of the patient’s immunological status.
We pre-established two different subgroups of patients:
those who received ATG as induction (ATG group) and
those who received anti-CD25 monoclonal antibodies or
no induction therapy (non-ATG group).

Immunosuppression and prophylaxis regimens

In an attempt to minimize the risk of calcineurin inhibitor
(CNI)-related nephrotoxicity, all recipients of organs from
donors after circulatory death (DCD) underwent induction
with intravenous (IV) rabbit ATG (ATG-Fresenius,
1.00 mg/kg daily for 5-7 days), with the delayed introduc-
tion of the CNI from day 6. Recipients at high immunologi-
cal risk—peak panel-reactive antibody >50%, second
kidney transplant in case the first graft was lost to rejection
within 2 years, or those receiving a third or fourth kidney
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graft—also received ATG induction for 1-3 days with the
early initiation of a CNI from day 0. Basiliximab induction
(20 mg on days 0 and 4) was used in patients at high risk of
CNI-related nephrotoxicity due to advanced age or pre-
transplant comorbidities, with the delayed introduction of
the CNI from day 5. Maintenance immunosuppression
consisted of tacrolimus (0.1 mg/kg daily, adjusted to a tar-
get level of 10-15 ng/ml for the first month and 5-10 ng/ml
for maintenance); mycophenolate mofetil (1000 mg twice
daily) or mycophenolic acid (360 mg twice daily); and
prednisone (1 mg/kg daily with progressive tapering).

All patients received a single dose of IV cefazolin preop-
eratively. Prophylaxis for Pneumocystis jiroveci pneumonia
with trimethoprim—sulfamethoxazole (160/800 mg three
times weekly) was administered for 9 months. In those
patients at high risk for CMV disease (serology mismatch
[donor positive (D+) and recipient negative (R—)] or
induction with ATG), either IV ganciclovir (5 mg/kg daily)
or oral valganciclovir (900 mg daily) was administered for
3 months. As neither systematic CMV viremia monitoring
nor pre-emptive therapy was performed during the study
period in the intermediate-risk group (R+ patients not
receiving ATG), we did not include the occurrence of
asymptomatic CMV viremia within the analysis of oppor-
tunistic infection.

Definitions

Opportunist infections were defined as those due to pre-
dominantly intracellular bacteria (mycobacteria, Nocardia
spp., Legionella spp. and Listeria monocytogenes), herpesvi-
ruses [CMV, herpes simplex virus (HSV) and varicella-
zoster virus (VZV) and Epstein-Barr virus-related post-
transplant lymphoproliferative disease], polyomaviruses
[polyomavirus BK-associated nephropathy (PyVAN)],
yeasts (Candida spp. and Cryptococcus spp.), molds, Pneu-
mocystis jiroveci, and parasites (Toxoplasma gondii and
Leishmania spp.) [13,21,22]. Bloodstream, intra-abdomi-
nal, surgical site, and urinary tract infections due to Can-
dida spp. were excluded as these episodes are usually
related to previous surgery or indwelling catheters rather
than to the CMI status. Tuberculosis was diagnosed if
Mycobacterium tuberculosis was isolated by culture or if
M. tuberculosis DNA was identified by polymerase chain
reaction (PCR) assay from a representative clinical sam-
ple; patients for whom tuberculosis was demonstrated his-
topathologically were also accepted [23]. CMV disease
included viral syndrome (defined by the demonstration of
CMV by pp65 antigenemia or a PCR-based assays plus
one or more of the following: fever; new onset malaise;
leukopenia; atypical lymphocytosis; thrombocytopenia; or
elevation of ALT or AST higher than two times the upper
limit of normal) or end-organ disease [24]. Invasive

© 2014 Steunstichting ESOT
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fungal infection was defined as per the criteria proposed
by the European Organization on Research and Treatment
in Cancer and the Mycoses Study Group [25]. Only pro-
ven or probable cases were included. Pretransplant immu-
nosuppressive therapy was defined as the wuse of
corticosteroids (prednisone >5 mg daily for >2 weeks) or
other immunosuppressive drugs (i.e., rituximab or cyclo-
phosphamide) within 6 months before transplantation.
Delayed graft function denotes the need for dialysis within
the first week after transplantation. Acute graft rejection
was suspected in case of an elevation of the serum creati-
nine and diagnosed by histological examination if possible
[26]. Graft loss was defined as permanent return to dialy-
sis or retransplantation.

Statistical analysis

Both cumulative incidences and incidence rates for each
post-transplant period (early, intermediate or late) were
calculated using as denominators the number of patients
with available samples for PBLSs measurement at the
beginning of each period. Quantitative data were shown
as the mean =+ standard deviation (SD) or the median
with interquartile range (IQR). Qualitative variables were
expressed as absolute and relative frequencies. Categorical
variables were compared using the chi-squared test,
whereas Student’s T-test or U Mann-Whitney test was
applied for continuous variables. Areas under receiver
operating characteristic curves (auROC) were employed
to assess the diagnostic accuracy of total lymphocyte and
each PBLS in predicting the occurrence of the primary
study outcomes during the different post-transplant peri-
ods in both ATG and non-ATG groups. The best cut-off
values were then assessed through the calculations of sen-
sitivity and specificity. Survival curves to first episode of
opportunistic infection or CMV disease were plotted by
the Kaplan-Meier method, and differences between
groups were compared with the log-rank test. Univariate
and multivariate (backward conditional selection) Cox
regression models were used to evaluate the association
between the most predictive parameters identified by au-
ROC analysis and the primary study outcomes. Some
variables not achieving statistical significance in the uni-
variate analyses were forced into the multivariate models
due to its clinical relevance. Results were expressed as
hazard ratios (HRs) with 95% confidence intervals (Cls).
Correlations between recipient age and clinically relevant
PBLS counts were assessed by Pearson’s correlation coef-
ficients (r). All the significance tests were two-tailed. Sta-
tistical analysis was performed using SPSS v. 15.0
(Statistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago, IL,
USA) and EPIDAT v. 3.1 (Conselleria de Sanidade, Xunta
de Galicia, Spain).
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Results

Baseline characteristics

We included 304 patients (164 in the non-ATG group and
140 in the ATG group) from November 2008 to July 2011,
whose clinical characteristics are summarized in Table 1.
Patients in the ATG group were younger, more likely to
have received a graft from a DCD, and exhibited lower cold
ischemia time and higher rates of retransplantation and
delayed graft function. All patients had measurements of
total lymphocyte and PBLS counts at baseline. Samples at
months 1 and 6 were available for 266 and 211 of these
patients, respectively (87.8% and 75.0% of those alive and
with functional grafts at each point). There were no signifi-
cant differences in baseline characteristics between patients
with immune assessment at months 1 and 6, and those
from whom no whole-blood specimens could be obtained.
The median interval between baseline blood sampling and
the onset of the first episode of opportunistic infection dur-
ing the early period (first month) was 27 days (IQR, 21.7—-
29 days). The median interval between sampling at month
1 and the onset of the first episode of infection during the
intermediate period (months 1-6) was 48 days (IQR, 12—
107 days). Finally, the median interval between sampling at
month 6 and the onset of the first episode of late infection
(>6 months) was 102 days (IQR, 21-240 days). The
dynamics of major PBLS counts in both the non-ATG and
ATG groups during the monitoring period are depicted in
the Fig. 1.

Post-transplant outcomes

The median follow-up was 476.0 days (IQR: 407.2—
707.2 days), with 263 patients (86.5%) reaching
>12 months. Death-censored graft survival rates at 1 and
3 years were 95% and 93%, respectively. All-cause mortal-
ity was 6.3% [19 patients died at a median interval from
transplantation of 144 days (IQR: 55-364 days)]. The most
common causes of death were infection and cardiovascular
disease (12 and 3 patients, respectively). One- and 3-year
survival rates were 95% and 92%.

Overall, 78 patients (25.6%) had 104 episodes of oppor-
tunistic infection, with no significant difference between
non-ATG and ATG groups (incidence rates: 0.71 and
0.51 episodes per 1000 transplant-days, respectively;
P-value = 0.14). CMV was the most common agent, with
71 episodes diagnosed in 62 patients. Other agents included
HSV (12 episodes), VZV (7 episodes), L. donovani complex
(3 episodes), M. tuberculosis (3 episodes), Nocardia spp.
(2 episodes), Aspergillus fumigatus (2 episodes), PyVAN
(2 episodes), C. albicans, and mucorales (one episode
each). The incidence of each type of opportunistic infection
according to the post-transplant month and the precise
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distribution of the clinical syndromes are detailed in Fig. 2
and Table S1. The cumulative incidences of CMV disease at
months 6 and 12 after transplant according to the D/R
CMV serostatus are shown in Table S2.

Predictive role of total lymphocyte and PBLS counts in the
non-ATG group

There were no significant differences in the PBLS counts at
baseline between patients with or without opportunistic
infection during the early period (data not shown). On the
opposite, total lymphocyte, CD3*, CD4" and CD8" T cells,
and NK-cell counts at month 1 were significantly decreased
in those patients who subsequently developed an opportu-
nistic infection during the intermediate period (Fig. 3a).
At month 6, we also found significant differences in CD8"
T-cell counts between patients with and without late
infection (Fig. 3b).

When performing auROC analyses, the CD8" T-cell
count at month 1 was found to be the most predictive
parameter for the subsequent occurrence of overall oppor-
tunistic infection (auROC: 0.739; P-value <0.001) and
CMV disease (auROC: 0.685; P-value = 0.004) during the
intermediate period. At month 6, CD8" T-cell count was
also the most predictive parameter for both late overall
opportunistic infection (auROC: 0.738; P-value = 0.03)
and late CMV disease (auROC: 0.756; P-value = 0.05)
(Table S3). There was a statistically significant negative cor-
relation between recipient age and the CD8" T-cell count at
month 1 after transplantation (r: —0.326; P-value <0.0001),
but not at month 6.

As shown in Table 2, patients with a CD8" T-cell count
<0.100 x 10 cells/ul at month 1 had higher cumulative
incidences of overall opportunistic infection (P-value
<0.001), CMV disease (P-value = 0.007) and CMV end-
organ disease (P-value = 0.02) at the end of the intermedi-
ate period. The incidence rates of overall opportunistic
infection and, specifically, CMV disease throughout such
period were also significantly higher (P-values <0.001 for
both comparisons). These associations remained essentially
unchanged in sensitivity analyses stratified by the use of ba-
siliximab induction or the receipt of antirejection therapy
during the early post-transplant period (Tables S4 and S5).
The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV),
and negative predictive value (NPV) of this cut-off value
for predicting subsequent infection are detailed in Table 3.

With regards to the late period, patients with a CD8"
T-cell count <0.600 x 10° cells/pl at month 6 had higher
cumulative incidences of overall opportunistic infection
(P-value = 0.003) and CMV disease (P-value = 0.03), as
well as significantly higher incidence rates of both events
(Table 2). The performance of this cut-off value for pre-
dicting late infection is shown in Table 3.
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Table 1. Clinical characteristics and post-transplant outcome in the study cohort.

PBLSs and infection in kidney transplantation

Variable Overall (n = 304) Non-ATG group (n = 164) ATG group (n = 140) P-value*
Age of recipient, years (mean + SD) 55.0 +£ 149 59.4 + 15.3 499 +£12.7 <0.001
Gender (male) [n (%)] 191 (62.8) 110 (67.1) 81(57.9) 0.097
Pretransplant chronic comorbidities [n (%)]

Diabetes mellitus 76 (25.0) 43 (26.2) 33(23.6) 0.595
Heart disease 72(23.7) 39(23.8) 33(23.6) 0.966
Chronic lung disease 41(13.5) 28(17.1) 13(9.3) 0.048
Peripheral arterial disease 28(9.2) 18(11.0) 10(7.1) 0.249
Chronic liver disease 16 (5.3) 12(7.3) 4(2.9) 0.083
Pretransplant immunosuppressive therapy [n (%)] 38(12.5) 18(11.0) 20(14.3) 0.395
Previous solid organ transplantation [n (%)] 66 (21.7) 27 (16.5) 39(27.9) 0.016
>2 previous transplants 16 (5.3) 2(1.2) 14(10.0) 0.001
Etiology of underlying ESRD [n (%)]

Glomerulonephritis 68 (22.4) 36 (22.0) 32(22.9) 0.550
Diabetic nephropathy 54(17.8) 29(17.7) 25(17.9)

Nephroangiosclerosis 42(13.8) 25(15.2) 17(12.1)

Policystosis 36(11.8) 18(11.0) 18(12.9)

Chronic interstitial nephropathy 25(8.2) 15(9.1) 10(7.1)

Reflux nephropathy 13(4.3) 6(3.7) 7(5.0)

Unknown 23(7.6) 13(7.9) 10(7.1)

Other 43(14.1) 22(13.4) 21(15.0)

Baseline serostatus [n (%)]

Hepatitis C virus 31(10.2) 15(9.1) 16(11.4) 0.512
Hepatitis B virus 4(1.3) 3(1.8) 1(0.7) 0.373
CMV status D+/R— 23(7.6) 11(6.7) 12(8.6) 0.540
CMV status D—/R— 4(1.3) 2(1.2) 2(1.4) 0.627
Pretransplant renal replacement therapy [n (%)]

Hemodialysis 248 (81.6) 130(79.3) 118(84.3) 0.299
Continuous ambulatory peritoneal dialysis 35(11.5) 15(9.1) 20(14.3) 0.207
Age of donor, years (mean =+ SD) 53.3 4+ 16.8 59.7 + 17.1 458 + 12.8 <0.001
Type of donor [n (%)]

DBD donor 204 (67.1) 146 (89.0) 58 (41.4) <0.001
DCD donor 87(28.6) 5(3.0) 82(58.6)

Living donor 13(4.3) 13(7.9) 0(0.0)

Number of HLA mismatches [median (IQR)] 4.0 (4.0-5.0) 4.0(3.0-5.0) 4.5 (4.0-5.0) 0.031
Cold ischemia time, hours (mean + SD) 16.7 £ 6.8 185+ 7.1 14.7 £ 5.7 <0.001
Induction therapy [n (%)]

None 53(17.4) 53(32.3) - -
Basiliximab 111(36.5) 111(67.7) -

ATG 140 (46.1) - 140 (100.0)

Primary immunosuppression scheme [n (%)]

Tacrolimus, mycophenolate mofetil, and steroids 268 (88.9) 147 (89.6) 125(89.3) 0.767
Tacrolimus, azathioprine, and steroids 31(10.2) 16(9.8) 15(10.7) 0.783
Post-transplant complications [n (%)]

Delayed graft function 182 (59.9) 79 (48.2) 103 (73.6) <0.001
Requirement of surgical reinterventiont 40(13.2) 18(11.0) 22(15.7) 0.223
Renal artery stenosis 56 (18.4) 31(18.9) 25(17.9) 0.815
De novo post-transplant diabetes mellitus 42(13.8) 22(13.4) 20(14.3) 0.766
>1 episode of acute graft rejection 67 (22.0) 40 (24.4) 27(19.3) 0.285
2 episodes 7(2.3) 5(3.0) 2(1.4) 0.294
Overall patient mortality [n (%)] 19(6.3) 12(7.3) 7(5.0) 0.405
Infection-related mortality 12/19 (63.1) 8/12 (66.7) 4/7 (57.1) 0.367
Graft loss [n (%)] 18(5.9) 8(4.9) 10(7.1) 0.404

ATG, antithymocyte globulin; CMV, cytomegalovirus; D, donor; DBD, donation after brain death; DCD, donation after circulatory death; ESRD, end-
stage renal disease; HLA, human leukocyte antigen; IQR, interquartile range; KT, kidney transplant; R, recipient; SD, standard deviation.

*Comparison between non-ATG and ATG groups.
FWithin the first post-transplant month.
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Figure 1 Dynamics at different time points of total lymphocyte (a),
CD4* (b) and CD8* T-cell counts () in the non-ATG and ATG groups
(ATG, antithymocyte globulin).

In the multivariate Cox regression models, a CD8" T-cell
count <0.100 x 10> cells/pl at month 1 was identified as
an independent risk factor for overall opportunistic infec-
tion (HR: 3.55; 95% CI: 1.56-8.06; P-value = 0.002) and,
separately, for CMV disease (HR: 4.19; 95% CI: 1.79-9.77;
P-value = 0.001) during the intermediate period (Table
S6). The low number of events beyond the month 6 pre-
vented us from performing a multivariate Cox model for
the late period.
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Figure 3 Non-ATG group: Mean values of total lymphocyte and PBLS
counts at months 1 and 6 according to the occurrence of opportunistic
infection during the intermediate (a) and late (b) post-transplant peri-
ods, respectively. Whiskers indicate 95% confidence interval. *P-
value = 0.001; **P-value <0.001 (ATG, antithymocyte globulin; NK,
natural killer; TLC, total lymphocyte count)

© 2014 Steunstichting ESOT

214



TESIS DOCTORAL: Desarrollo y validacion de un modelo predictivo del riesgo de infeccion basado en pardmetros inmunoldgicos en
receptores de trasplante renal

Fernandez-Ruiz et al.

PBLSs and infection in kidney transplantation

Table 2. Overall opportunistic infection and CMV disease in the non-ATG group during the intermediate (months 1-6) and late periods (>6 months)
according to CD8* T-cell counts (unless otherwise specified, cumulative incidence rates are shown).

CD8"* T-cell count at month 1

Infection in the intermediate period (months 1-6) <0.100 x 107 cells/ul (n = 16) >0.100 x 10° cells/ul (n = 125) P-value
Overall opportunistic infection* 10 (62.5) 21(16.8) <0.001
Incidence rate (episodes per 1000 transplant-days) 6.77 1.55 <0.001
CMV disease 8(50.0) 17(13.6) 0.007
Incidence rate (episodes per 1000 transplant-days) 4.96 1.05 <0.001
CMV end-organ disease 3(18.8) 3(2.4) 0.02
Nonviral opportunistic infection 2(12.5) 2(1.6) 0.06
CD8" T-cell count at month 6
Infection in the late period (>6 months) <0.600 x 10° cells/ul (n = 58) >0.600 x 10° cells/ul (n = 57) P-value
Overall opportunistic infectiont 8(13.8) 0(0.0) 0.003
Incidence rate (episodes per 1000 transplant-days) 0.95 0.00 <0.001
CMV disease 5(8.6) 0(0.0) 0.03
Incidence rate (episodes per 1000 transplant-days) 0.59 0.00 0.02
CMV end-organ disease 2(3.4) 0(0.0) 0.3
Nonviral opportunistic infection 2(3.4) 0(0.0) 0.3

ATG, antithymocyte globulin; CMV, cytomegalovirus.
*Data on the CD8" T-cell count at month 1 were absent in 5 patients.
+Data on the CD8" T-cell count at month 6 were absent in 4 patients.

Table 3. Performance of CD8" T-cell counts at months 1 and 6 for predicting the occurrence of overall opportunistic infection and, specifically, CMV

disease in the non-ATG group.

Cut-off value Predicted event Sensitivity (95% CI)  Specificity (95% CI) PPV (95% Cl) NPV (95% Cl)
CD8* T-cell count at month  Opportunistic infection 0.32(0.16-0.49) 0.95(0.90-0.99) 0.63(0.39-0.86)  0.83(0.77-0.90)
1<0.100 x 10° cells/l in months 1-6
CMV disease in months 1-6 0.32(0.14-0.50) 0.93(0.88-0.98) 0.50(0.26-0.75)  0.86 (0.80-0.90)
CD8* T-cell count at month  Opportunistic infection 1.00 (1.00-1.00) 0.53(0.44-0.63) 0.14(0.05-0.23)  1.00(1.00-1.00)
6<0.600 x 10° cells/l beyond month 6
CMV disease beyond month 6 1.00 (1.00-1.00) 0.52(0.42-0.61) 0.09(0.01-0.16) ~ 1.00 (1.00-1.00)

ATG, antithymocyte globulin; Cl, confidence interval; CMV, cytomegalovirus; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.

Predictive role of total lymphocyte and PBLS counts
in the ATG group

We found no significant differences in the PBLS counts at
baseline between patients with or without opportunistic
infection during the early period (data not shown). Total
lymphocyte, CD3*, CD4" and CD8" T-cell counts at
month 1 were significantly lower in those patients with sub-
sequent opportunistic infection during the intermediate
period (Fig. 4a). At month 6, total lymphocyte, CD3" and
CD4" T cells, and B cells and NK-cell counts were also sig-
nificantly lower in patients with opportunistic infection
during the late period (Fig. 4b).

The CD4" T-cell count at month 1 was the most predic-
tive parameter for the subsequent occurrence of overall
opportunistic infection (auROC: 0.668; P-value = 0.02)
and, specifically, CMV disease (auROC: 0.634; P-value =
0.08). Again, there was a statistically significant negative

© 2014 Steunstichting ESOT

correlation between recipient age and the CD8" T-cell
count at month 1 after transplantation (r: —0.361; P-value
<0.0001). At month 6, total lymphocyte count emerged as
the most predictive parameter for overall opportunistic
infection (auROC: 0.820; P-value = 0.005) and CMV
disease (auROC: 0.837; P-value = 0.006) during the late
period (Table S3).

Patients in the ATG group with a CD4" T-cell count
<0.050 x 10° cells/pl at month 1 had higher cumulative
incidences of  overall opportunistic infection
(P-value = 0.003), CMV disease (P-value = 0.03), and
nonviral opportunistic infection (P-value = 0.05) at the
end of the intermediate period (Table 4). The pattern of
these associations remained similar in a sensitivity analy-
sis stratified by the receipt of antirejection therapy during
the early period (Table S7). The sensitivity, specificity,
PPV, and NPV of this cut-off value are shown in
Table 5.
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Figure 4 ATG group: Mean values of total lymphocyte and PBLS
counts at months 1 and 6 according to the occurrence of opportunistic
infection during the intermediate (a) and late (b) post-transplant peri-
ods, respectively. Whiskers indicate 95% confidence interval. *P-value
<0.005 (ATG, antithymocyte globulin; NK, natural killer; TLC, total lym-
phocyte count).

Throughout the late period, patients with a total lym-
phocyte count <0.750 x 107 cells/pl at month 6 had higher
cumulative incidences of overall opportunistic infection
and CMV disease (P-values = 0.02 for both). The incidence
rates of overall opportunistic infection (P-value = 0.004)
and CMV disease (P-value = 0.02) were also significantly
increased (Table 4). The performance of this cut-off value
for predicting late infection is shown in Table 5.

In the final multivariate Cox regression model for overall
opportunistic infection during the intermediate period, the
CD4" T-cell count <0.050 x 10> cells/ul at month 1 was
retained without reaching statistical significance (HR: 2.53;
95% CI: 0.88-7.26; P-value = 0.08) (Table S8). The low
number of late events precluded multivariate analysis for
the late post-transplant period.

Discussion

In the present study, we demonstrate that an affordable
approach to the post-transplant CMI status based on the

Fernandez-Ruiz et al.

scheduled monitoring of total lymphocytes and selected
PBLSs may have a role in predicting opportunistic infection
in KT recipients. We also found that stratifying by the use
of ATG induction permits to separate two different sub-
groups with respect to the most predictive parameter. In
patients not receiving ATG, a low CD8" T-cell count at
month 1 was associated with a 3.5-fold increase in the risk
of opportunistic infection and, specifically, a 4.2-fold
increase in the risk of CMV disease. In the group receiving
ATG induction, a low CD4" T-cell count at month 1 was
associated with a nearly significant 2.5-fold increase in the
risk of overall opportunistic infection. Interestingly, the
selected cut-offs at each time point exhibited excellent
NPVs for the subsequent occurrence of infection. Through
the identification of those patients at a very low risk of
infection in which prophylaxis and/or viral monitoring
could be safely discontinued, this strategy provides an
opportunity for individualizing and optimizing post-trans-
plant practices.

There are few studies on the usefulness of monitoring of
lymphocyte counts to predict immunosuppression-related
adverse events after KT [11-13,27-29]. Nonetheless, the
increased risk of infection carried by patients receiving
T-cell-depleting antibodies (ATG, OKT3 or alemtuzumab)
has been extensively documented for CMV [30,31] and
other agents [32-35]. Various studies have reported that
KT recipients with P. jiroveci pneumonia have significantly
lower lymphocyte counts than controls [36-40], and it has
been proposed that the kinetics of the CD4" T-cell subset
may help to determine the duration of certain prophylaxis
regimens [37,41].

In the ATG group, we found that a cut-off value in CD4"
T-cell count at month 1 of 0.050 x 10° cells/ul had good
sensitivity (76%) and excellent NPV (92%) for the occur-
rence of infection during the intermediate period. At month
6, a total lymphocyte count of 0.750 x 10° cells/pl exhib-
ited even better sensitivity (83%) and NPV (97%) for late
infection. Thus, these surrogate markers of CMI accurately
stratified the risk of infection within a subgroup of KT
recipients at high risk per se for infectious complications.

Notably, we were able to reproduce these findings in the
absence of previous induction with ATG. As these patients
are not subject to an obvious cause of T-cell depletion,
most clinicians would not have probably considered post-
transplant lymphocytopenia as a predictable complication.
A cut-off value in CD8" T-cell count at month 1 of
0.100 x 10* cells/ul showed a very good NPV for predict-
ing subsequent opportunistic infection (83%) during the
intermediate period, whereas a cut-off of 0.600 x 10” cells/pl
at month 6 had a NPV of 100% for late infection. Although
the PPVs at months 1 and 6 were suboptimal (63% and
15%, respectively), the appeal of monitoring CD8" T-cell
counts lies in the ability to effectively discriminate low-risk
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Table 4. Overall opportunistic infection and CMV disease in the ATG group during the intermediate (months 1-6) and late periods (>6 months)
according to total lymphocyte and CD4* T-cell counts (unless otherwise specified, cumulative incidence rates are shown).

CD4* T-cell count at month 1

Infection in the intermediate period (months 1-6) <0.050 x 107 cells/ul (n = 58) >0.050 x 107 cells/ul (n = 66) P-value
Overall opportunistic infection* 16 (27.6) 5(7.6) 0.003
Incidence rate (episodes per 1000 transplant-days) 1.91 0.52 0.01
CMV disease 12(20.7) 5(7.6) 0.03
Incidence rate (episodes per 1000 transplant-days) 1.43 0.52 0.08
CMV end-organ disease 3(5.2) 1(1.5) 0.3
Nonviral opportunistic infection 4(6.9) 0(0.0) 0.05
Total lymphocyte count at month 6
Infection in the late period (>6 months) <0.750 x 10° cells/ul (n = 68) >0.750 x 10° cells/ul (n = 63) P-value
Overall opportunistic infection 10(14.7) 2(3.2) 0.02
Incidence rate (episodes per 1000 transplant-days) 1.22 0.16 0.004
CMV disease 8(11.8) 1(1.6) 0.02
Incidence rate (episodes per 1000 transplant-days) 0.81 0.08 0.02
CMV end-organ disease 1(1.5) 0(0.0) 0.5
Nonviral opportunistic infection 3(4.4) 1(1.6) 0.3

ATG, antithymocyte globulin; CMV, cytomegalovirus.
*Data on the CD4* T-cell count at month 1 were absent in 3 patients.

Table 5. Performances of CD4" T-cell count at month 1 and total lymphocyte count at month 6 for predicting the occurrence of overall opportunistic

infection and, specifically, CMV disease in the ATG group.

Cut-off value Predicted event Sensitivity (95% CI)  Specificity (95% CI) PPV (95% Cl) NPV (95% Cl)
CD4* T-cell count at month Opportunistic infection 0.76 (0.58-0.94) 0.59 (0.50-0.69) 0.28(0.16-0.39)  0.92 (0.86-0.99)
1<0.050 x 10° cells/l in months 1-6
CMV disease in months 1-6  0.71(0.49-0.92) 0.57 (0.48-0.66) 0.21(0.10-0.31)  0.92 (0.86-0.99)
Total lymphocyte count at month  Opportunistic infection 0.83(0.62-1.04) 0.51(0.42-0.60) 0.15(0.06-0.23) 0.97 (0.92-1.01)
6<0.750 x 10° cells/ul beyond month 6
CMV disease beyond 0.91(0.74-1.08) 0.51(0.42-0.60) 0.14(0.06-0.22)  0.98 (0.95-1.01)
month 6

ATG, antithymocyte globulin; Cl, confidence interval; CMV, cytomegalovirus; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.

patients, even by assuming that the actual odds of opportu-
nistic infection in the group below the cut-off value might
turn out to be relatively low. Overall, these findings could
be applied in the clinical practice to reduce the length of
prophylaxis with trimethoprim—sulfamethoxazole or acy-
clovir or the frequency of clinical follow-up in patients with
PBLS counts over the protective threshold.

The administration of ATG exerted a differential impact
on the kinetics of some PBLSs. As shown in the Fig. 1b, the
absolute count of CD4" T-cell lymphocytes in patients
receiving ATG showed a dramatic drop from baseline
to month 1, with only a slight recovery at month 6.
Conversely, in the non-ATG group, the kinetics experienced
a moderate but steady increase from baseline to month 6.
This notion that there is no “one-size-fits-all” when seeking
the best predictive PBLSs among different induction

© 2014 Steunstichting ESOT

therapy groups is further supported by a recent study with
a design similar to ours, in which the prognostic accuracy
of CD4" and CD8" T-cell subpopulations were retrospec-
tively analyzed in 48 heart and 42 KT recipients [13]. The
authors found that the CD4" T-cell counts were associated
with the risk of opportunistic infection only in heart trans-
plant recipients, whereas the CD8" T-cell subset performed
better in KT recipients. Of note, 90% of patients in the
former group had undergone ATG induction, whereas most
in the latter group had received basiliximab [13]. We also
found a strong negative correlation between recipient age at
transplantation and either CD8" or CD4" T-cell counts at
month 1 in the non-ATG and ATG groups, respectively.
As recently demonstrated, reduced thymic output seems to
play a role in the age-related decrease in T-cell numbers
[40].
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One of the potential contributions of our study may
lie on the utility of monitoring of PBLSs to stratify
the risk of CMV disease. Growing interest has been
focused in the past years to measure individual’s CMV-
specific CMI response by a number of approaches
[5,6,42,43]. Nevertheless, these techniques are not wide-
spread because of the lack of standardized cut-off values,
their labor-intensive nature, and the need of specialized
equipment [6]. The ATG group was formed by recipi-
ents deemed at increased risk of CMV disease regardless
their D/R serostatus and, in accordance to the current
guidelines [31,44], received antiviral prophylaxis for
3 months. Using the aforementioned cut-off values for
CD4" T-cell and total lymphocyte counts, we obtained
excellent NPVs for predicting subsequent CMV disease.
This approach could identify those recipients that will
not likely benefit from the extended use of anti-CMV
agents beyond the standard prophylaxis regimen of
3 months in view of the very low risk of subsequent
CMV disease. Conversely, it could be reasonable to con-
tinue valganciclovir in those with persistent lymphocyte
depletion. The non-ATG was more heterogeneous in
terms of CMV infection risk, as it comprised high- (D+/
R—), intermediate- (R+), and low-risk patients (D—/R—)
on the basis of their serology status. Notwithstanding
this fact, the selected cut-off values for CD8" T-cell
count at months 1 and 6 also showed excellent NPVs.
Furthermore, in the Cox regression model, the impact
of CD8" T-cell count at month 1 remained even after
adjusting for CMV mismatch and use of antiviral pro-
phylaxis.

This study has some limitations. Firstly, and despite the
large sample size, the incidence of late infection was rela-
tively low and prevented us from performing further multi-
variate analyses. The high NPVs obtained for PBLS counts
may be influenced by this circumstance. As previously dis-
cussed, the selected cut-offs exhibited only moderate PPVs
and, in some cases, poor sensitivity values (i.e., CD8" T-cell
count at month 1 in the non-ATG group). CMV disease
accounted for most of the observed episodes, thus limiting
our capacity to assess the accuracy of the proposed strategy
for predicting non-CMV infection. On the other hand, the
potential feasibility of monitoring of PBLSs to guide CMV
prophylaxis should be taken with caution as different serol-
ogy risk categories were jointly analyzed and remain to be
validated in separate cohorts. Moreover, we did not system-
atically monitor CMV antigenemia in intermediate-risk
patients. Finally, our approach to the CMI status was based
solely on quantitative parameters measured at two post-
transplant time points: We did not perform any functional
assay [4-6], nor break down the CD4" or CD8" T-cell
pools into their different subsets. Perhaps, it might be
worth considering the convenience of intensifying this
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schedule of testing to get better detail into the dynamics of
immune recovery throughout the post-transplant period.
Nevertheless, we do consider that the strength of our
findings lies on the very affordability of the monitoring
strategy that we propose, thus facilitating its application in
day-to-day practice. Enumeration of PBLSs may be per-
formed in a fully automated way, with reliable and repro-
ducible results [20]. Although previous studies had
analyzed the impact of PBLSs kinetics on the occurrence of
various outcomes after KT [11-13,27,28], ours is unique in
terms of prospective design, large sample size, and detailed
assessment of infectious events.

To conclude, monitoring of PBLS counts may be a useful
tool to predict the occurrence of opportunistic infection in
KT recipients. In particular, patients not receiving ATG
induction with CD8" T-cell counts above 0.100 x 10> and
0.600 x 10° cells/pl at months 1 and 6, respectively, had a
very low risk of developing subsequent infection. The same
would apply to patients with a CD4" T cell above
0.050 x 10> cells/ul at month 1 after induction therapy
with ATG. We have previously demonstrated that post-
transplant hypogammaglobulinemia acts as an independent
risk factor for bacterial infection, namely acute pyelone-
phritis and bloodstream infection [18]. Therefore, our
findings overall offer support for tailoring of immunosup-
pressive and prophylactic regimens according to individ-
ual’s risk profile and pave the way for future intervention
studies based on these simple approaches to the infection
risk assessment after KT.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Table S1. Description of the clinical syndromes and
causative agents involved in the 104 episodes of post-trans-
plant opportunistic infection.

Table S2. Cumulative incidences of CMV disease at
months 6 and 12 after transplantation according to the
donor/recipient CMV serostatus.

Table $3. auROC analysis of total lymphocyte and PBLS
counts at months 1 and 6 for predicting the subsequent
occurrence of opportunistic infection.

Table S4. Sensitivity analysis stratified by the use of
basiliximab induction in the non-ATG group.

Table S5. Sensitivity analysis stratified by the receipt of
antirejection therapy during the early post-transplant per-
iod (month 1) in the non-ATG group.

Table S6. Cox regression models for overall opportunis-
tic infection and, specifically, CMV disease in the non-ATG
group during the intermediate post-transplant period
(months 1-6).

Table S7. Sensitivity analysis stratified by the receipt of
antirejection therapy during the early post-transplant per-
iod (month 1) in the ATG group.

Table S8. Cox regression models for overall opportunis-
tic infection and, specifically, CMV disease in the ATG
group during the intermediate post-transplant period
(months 1-6).
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Anexo 5.

CORRESPONDENCE

Assessing the Risk of De Novo Malignancy in Kidney Transplant Recipients:
Role for Monitoring of Peripheral Blood Lymphocyte Populations

'W'e have read with interest the recent
article by Lim et al., assessing the
impact of the use of T-cell-depleting an-
tibodies as antirejection therapy on the
development of de novo malignancy af-
ter kidney transplantation (KT) (I). They
found that recipients who experienced
acute rejection (AR) and were treated with
T-cell-depleting antibodies exhibited
a 1.4-fold increase in the adjusted risk of
incident cancer as compared to those
who did not experience AR. Interestingly,
such an effect was not observed in pa-
tients with rejection episodes that did
not require therapy with T-cell-depleting
agents (I). Following the suggestion
made by Snanoudj and Legendre in their
editorial (2), we attempted to analyze
whether the use of such agents as induc-
tion therapy also increases the risk of
posttransplant malignancy. In addition,
in view that the decrease in antitumor
and antiviral T-cell-mediated immune
surveillance seems to be the most rel-
evant mechanism underlying the asso-
ciation reported by Lim et al. (1), we
explored the potential utility of a moni-
toring strategy based on some easily avail-
able proxy for the posttransplant status
of the cell-mediated immunity in an
attempt to individualize cancer preven-
tion in this population.

All patients undergoing KT at our
institution from November 2008 are
being enrolled in an ongoing immune-
monitoring study in which data on
major posttransplant complications are
prospectively collected (3, 4). Peripher-
al blood lymphocyte subpopulations
(PBLSs) counts are enumerated at base-
line and posttransplant months 1 and 6
using a six-color flow cytometric assay
(4). In this substudy, we included pa-
tients with a minimum posttransplant
follow-up of 90 days, unless death or graft
loss occurred earlier. The study outcome
was the occurrence of de novo cancer
(excluding nonmelanocytic skin cancer)
after transplantation. We preestablished
two subgroups: those patients who received

€36 | www.transplantjournal.com

antithymocyte globulin (ATG) as induc-
tion therapy (ATG group), and those who
received anti-CD25 monoclonal antibodies
or no induction therapy (non-ATG group).
Areas under receiver operating charac-
teristic curves (auROC) were used to as-
sess the accuracy of each PBLS count in
predicting the development of de novo
malignancy. The best cutoff values were
then assessed through the calculations of
sensitivity and specificity. Survival curves
were plotted by the Kaplan-Meier method,
and univariate and multivariate Cox
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regression models were used to evaluate
the association between the most pre-
dictive parameter identified by auROC
analysis and the study outcome.

We analyzed 297 patients (162
and 135 in the non-ATG and ATG
groups, respectively) throughout a me-
dian follow-up of 72.7 months (inter-
quartile rank, 32.8-53.5 months; risk
exposure period, 360,248 transplant days).
At the end of this period, 255 of them
(85.9%) were still alive and with a func-
tioning graft. Seventeen patients (5.7%)
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FIGURE 1. Kaplan-Meier curves for de novo malignancy-free survival according to:
(B) the use of ATG as induction therapy (log-rank P=0.614); and (B) the CD8" T-cell
count at month 1 (log-rank P=0.001). ATG, antithymocyte globulin.
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were diagnosed with a de novo malig-
nancy within a median of 24.1 months
(interquartile rank, 9.2-36.4 months) af-
ter transplantation. These malignancies
comprised 12 solid tumors, three Kaposi’s
sarcomas, two myeloproliferative syn-
dromes, and one posttransplant lympho-
proliferative disorder. There were no
differences in the malignancy-free survi-
val between ATG and non-ATG groups
(Fig. 1A). Of note, only 4 of 73 (5.5%)
episodes of AR (occurring in 66 patients)
were treated with ATG. The CD8" T-cell
count at month 1 was found to be the
most predictive parameter for the sub-
sequent occurrence of posttransplant
cancer (auROC, 0.648; P=0.047). By
using a cutoff of 0.050x 10” cells/pL, we
obtained sensitivity, specificity, and pos-
itive and negative predictive values of
50.0%, 83.6%, 16.7%, and 96.2%, respec-
tively. One-year and three-year malignancy-
free survival rates were significantly lower in
patients with a CD8" T-cell count below this
threshold at month 1 (91% and 80% vs.
98% and 94%, respectively; P=0.001)
(Fig. 1B). In the Cox model, after adjusting
for recipient and donor age, dialysis vin-
tage, number of pretransplant comor-
bidities, and occurrence of AR within the
first 6 months, a CD8" T-cell count less
than 0.050% 10° cells/wL at month 1 acted
as an independent risk factor for de novo
malignancy (hazard ratio, 5.03; 95% con-
fidence interval: 1.82-13.91; P=0.002).
Despite the use of ATG as induction
therapy in 45.5% of the recipients in-
cluded in our cohort, we have not been
able to demonstrate any discernible direct
effect of such a T cell-depleting agent on
the incidence of cancer. Although limited
by the relatively low number of events,
this result suggests that the inflammatory
status underlying AR episodes should play
a relevant role in the association found in
the Australia and New Zealand Dialysis
and Transplant Registry (1). On the other
hand, the long-lasting dose-dependant
T-cell depletion induced by polyclonal
antithymocyte preparations (5, 6) offers the
opportunity of using the kinetics of
certain PBLSs as predictors for de novo

cancer development (7). Previous studies
have shown a correlation between low
CD4" and CD28" CD8" T-cell counts
and the risk of posttransplant malig-
nancy in kidney (8, 9) and liver trans-
plant recipients (10), respectively. We
propose a cutoff for CD8" T-cell count
at month 1 with an excellent negative pre-
dictive value for predicting the subsequent
occurrence of cancer. Although the positive
predictive value was suboptimal, monitor-
ing of this PBLS may effectively discrimi-
nate low-risk patients, thus allowing to
focus screening and prevention efforts
on those KT recipients with CD8" T-cell
counts below the protective threshold.
Further studies with larger patient sam-
ples might help to identify whether moni-
toring of specific PBLSs according to
the type of induction therapy used
could increase the predictive accuracy
of this approach.
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Cancer occurs as an imbalance be-
tween uncontrolled cellular pro-
liferation and dysregulation of cell
apoptosis. The initiation, progression,
and invasion of cancer involve a complex

The Authors’ Reply

interplay between innate and adaptive
immunity and inflammation (I). Den-
dritic cells are potent antigen-presenting
cells capable of initiating both innate
and adaptive antigen- specific immune

responses. Dendritic cells, along with
other cell types, including effector CD4+
and CD8+ T cells and natural killer cells
have critical roles in antitumor immu-
nity. Although regulatory T cells have
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Anexo 6.

Consentimiento informado del paciente

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Titulo: IMPACTO DE LA SITUACION INMUNOLOGICA DEL RECEPTOR DE TRASPLANTE DE ORGANO
SOLIDO SOBRE LA INCIDENCIA DE COMPLICACIONES INFECCIOSAS

Investigador principal: Francisco Lopez Medrano. Unidad de Enfermedades Infecciosas. Hospital

Universitario “12 de Octubre”
Promotor: Trabajo de investigacion promovido por los propios investigadores

Centro: Hospital Universitario “12 de Octubre”

* Objetivol/finalidad del estudio

Sabemos que, al ser usted receptor de un dérgano trasplantado, presenta mas riesgo de padecer
determinadas infecciones a lo largo de su evolucién, en comparacién con una persona sana. Estamos
investigando los factores que aumentan la posibilidad de que ocurra dicha infeccion, y mas concretamente, la
influencia que pueda ejercer el estado de su sistema inmunitario (“las defensas del organismo”) sobre su
aparicién. Por ello, solicitamos su participacion en este Proyecto de Investigacion, cuyo objetivo principal es
determinar el impacto de la situacién inmunoldgica del receptor de un trasplante de érgano sélido (recuento
total de linfocitos y subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica, recuento de inmunoglobulinas y
complemento) sobre la incidencia y gravedad de la infeccion en el periodo post-trasplante.

Si concede usted su consentimiento para participar en este estudio, procederemos a recoger
determinados datos de su historia clinica y de las pruebas que le sean realizadas a lo largo del seguimiento.
También solicitamos su permiso para que, al mismo tiempo que se le realizan las analiticas rutinarias
programadas por su equipo médico, podamos extraer un volumen extra de 10 centimetros cubicos de sangre,
en 3 ocasiones a lo largo de los 6 primeros meses tras la realizacion del trasplante. Analizaremos dichas

muestras para determinar cual es el estado de su sistema inmunitario.

* Participacion voluntaria

Su participacién en este estudio es totalmente voluntaria y si usted decide no participar recibira todos los
cuidados médicos que precise. La relacion con el equipo médico que le atiende no va a verse en modo
alguno afectada por la naturaleza de su decision.

Antes de tomar una decision lea atentamente este documento y haga tantas preguntas como desee para

asegurarse que lo ha entendido y desea participar.

* Beneficios

Es posible que de su participacion en este estudio no obtenga un beneficio directo. Sin embargo, la
determinacion de la situacién inmunolégica basal y evolutiva post-trasplante, y su influencia sobre la aparicion
de complicaciones infecciosas en situaciones como la suya, podria beneficiar en un futuro a otros pacientes

igualmente sometidos a un trasplante de érgano sdélido.

+ Compensacion

Usted no recibira ningun tipo de compensacién econdémica o de cualquier otro tipo por su participacién.
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« Confidencialidad

Toda la informacion relacionada con el estudio es estrictamente confidencial y tratada de acuerdo a la Ley
Organica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccién de Datos de Caracter Personal y Ley de Investigacion
Biomédica 14/2007. Para garantizar el anonimato de su identidad cada una de las muestras del estudio
recibira un codigo (nunca su nombre) y/o se anonimizaran.

Se le ha pedido a su médico que guarde esta hoja de informacién con su consentimiento otorgado y su
firma, asi como la relacién entre su cédigo y su identidad en un archivo especial seguro que no forma parte
de su historia clinica.

Las conclusiones de este estudio podrian ser presentadas en reuniones y/o revistas cientificas, pero

siempre de forma global y sin que pueda identificarse individualmente a ninguno de los participantes.

* Informacién adicional
Si usted precisa mayor informacién sobre Este estudio puede contactar con el investigador principal y/o

otros invstigadores del estudio (teléfono):

» Consentimiento Informado

(T Declaro que
(nombre y apellidos del paciente)

< He leido la Hoja de informacién que se me ha entregado

< He recibido suficiente informacién

« He podido formular las preguntas que he considerado oportuna

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento para el acceso y

utilizacién de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

Nombre (paciente) Firma Fecha

Nombre (médico) Firma Fecha
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Anexo 7.

Hospital Universitario Bl comunidad de Madrid
12 de Octubre .

Comité Etico de Investigacion Clinica

SaludMadric

CODIGO INTERNO: 09/176

Diia. MARIA UGALDE DIEZ, Secretaria del Comité Efico de Investigacién Clinica
(CEIC) del Hospital Universitario Doce de Octubre.

CERTIFICA:

Que este Comité, en la reunién celebrada el dia 30/06/2009, ha analizado el

Proyecto de Investigacién titulado:

IMPACTO DE LA EVOLUCION INMUNOLOGICA DEL RECEPTOR DE TRASPLANTE DE
ORGANO SOLIDO SOBRE LA INCIDENCIA DE COMPLICACIONES INFECCIOSAS POST-
TRASPLANTE (ESTUDIO ATALANTA)

Cuyo Investigador Principal es el Dr. Francisco LOPEZ MEDRANO,
Del Servicio de UNIDAD DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Entendiendo que dicho estudio se djusta a las normas éficas esenciales y criterios
deontolégicos que rigen en este Cenfro, cumpliendo los requisitos metodoldgicos
necesarios, y que es viable en todos sus términos, por lo que lo ha considerado
adecuado y ha decidido su APROBACION.

Lo que firmo en Madrid, a Sgggﬁg,e.}u%@%de 2009,
M |

 comiTe ENCC \

o %, . M

e W
*Bra. Maria Ugalde Diez

SECRETARIA DE GESTION DE ENSAYOS CLINICOS, HOSPITAL MATERNO INFANTIL, AVDA. DE CORDOBA, S/N, SOTANO - 2, 28041 MADRID
ceic@h120.es TEL/FAX 91.390.85.46
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