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Resumen

Introduccion: Estudios recientes sugieren que la viremia del Virus Epstein-Barr
(VEBd) puede actuar como un marcador de grado de inmunosupresién en portadores
de trasplante de érgano sdlido. Esta hipotesis no ha sido probada hasta ahora en el
trasplante de pulmdn (TP).

Objetivos: Estudiar la historia natural de VEB en el TP y valorar la relacién entre la
deteccién de VEB en sangre periférica y el desarrollo de infecciones, rechazo agudo y
rechazo crénico.

Pacientes y Métodos: Se incluyeron a 63 pacientes sometidos a TP en el Hospital
Universitario 12 de Octubre entre Octubre de 2008 y Mayo de 2013. La VEBd se evalud
por RT-PCR de manera trimestral. La aparicién de complicaciones tardias (disfuncion
crénica del injerto pulmonar [DCIP], cualquier infeccion o infeccidén oportunista [I0]) se
analizé en funcién de la deteccién de la VEBd dentro de los primeros seis meses tras el
trasplante.

Resultados: Se detecté VEBd en 30 pacientes (47,6%). El pico VEBd fue mayor en
pacientes con cualquier tipo de infeccion tardia (2,23 vs 1,73 logl0 copias/mL; P =
0,026) e 10 tardia (2,39 vs 1,74 log10 copias/mL; P = 0,004). La presencia de VEBd >2
log10 copias/mL en los primeros seis meses después del trasplante se asocié con un
mayor riesgo de |0 tardia (Hazard ratio ajustado [aHR]: 7,92; intervalo de confianza
[IC] del 95%: 2,10-29,85; P = 0,002). Los receptores con VEBd detectable durante los
primeros 6 meses tras el trasplante también tuvieron un menor periodo libre de DCIP
(P =0,035), aunque esta asociacién no se mantuvo estadisticamente significativo en el
analisis multivariante (aHR: 1,26; IC 95%: 0,87-5,29; P = 0,099).

Conclusiones: La deteccién de VEBd dentro de los primeros 6 meses después del TP
es frecuente. Nuestros resultados sugieren que este fendmeno se correlaciona con la

aparicidon de complicaciones tardias en el post-trasplante.



Abstract

Background: Recent studies suggest that Epstein-Barr Virus viremia (EBVd) can act
as a marker of immunosuppression in the post-transplant period. This hypothesis has
not been proven so far in lung transplantation (LT).

Objectives: To study the natural history of EBV in LT and assess the relationship
between the detection of EBV in peripheral blood and the development of infections,
acute rejection and chronic rejection.

Patients and Methods: 63 patients undergoing LT in the University Hospital “12 de
Octubre” between October 2008 and May 2013 were included. EBVd was assessed by
RT-PCR on a quarterly basis. The occurrence of late complications (chronic lung
allograft dysfunction [CLAD] and any infection or opportunistic infection [Ol],
respectively) was analyzed according to the detecting of EBVd within the first six
months after transplantation.

Results: EBVd was detected in 30 patients (47.6%). The EBVd peak was higher in
patients with late systemic infection (2.23 vs 1.73 log10 copies/mL; P = 0.026) and late
Ol (2.39 vs 1.74 log10 copies/mL; P = 0.004). The presence of EBVd >2 log10 copies/mL
in the first six months after transplantation was associated with an increased risk of
late Ol (adjusted hazard ratio [aHR]: 7.92; confidence interval [CI] 95%: 2.10 -29.85, P =
0.002). Recipients with EBVd during the first six months also had a smaller CLAD free
period (P = 0.035), although this association was not statistically significant in the
multivariate analysis (aHR: 1.26; 95% Cl: 0,87- 5.29; P = 0.099).

Conclusions: The detection of EBVd within the first 6 months after LT is common.
Our results suggest that this phenomenon shows correlation with the appearance of

post-transplant late complications.



Glosario de Abreviaturas

BOS:

CMV:

DCIP:

EBNA:
EORTC/MSG:

EPOC:
FEVI:
FEV1:
FPI:

m-TOR:
NYHA:
PCR:
VEB:
VHB:
VHC:
VIH:
RESITRA:
SAOR:
SLPT:
TOS:
TRANSNET:
RA:

RAS:

sindrome de bronquiolitis obliterante

citomegalovirus

disfuncién crdénica del injerto pulmonar

Epstein-Barr virus nuclear antigen

European Organization on Research and Treatment in Cancer
and the Mycoses Study Group

enfermedad pulmonar obstructiva crénica

fraccién eyeccidn ventriculo izquierdo

volumen maximo de aire espirado en el primer segundo
fibrosis pulmonar idiopatica

fibrosis quistica

Interleucina

infeccidon oportunista

rango intercuartilico

mononucleosis infecciosa

mammalian Target of Rapamycin

New York Heart Association

reaccion en cadena de polimerasa

virus Epstein-Barr

virus hepatitis B

virus hepatitis C

virus de la inmunodeficiencia humana

Red Espaiiola de Investigacidn de la Infeccidn en el Trasplante
Staphylococcus aureus oxaxilina-resistente

sindrome linfoproliferativo post-trasplante

trasplante de érgano soélido

Transplant-Associated Infections Surveillance Network
rechazo agudo

sindrome restrictivo del injerto
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VCA:
VHH-6y 7
VRS:
WVZ:

virus capsid-antigen
virus herpes humano 6 y virus herpes humano 7
virus respiratorio sincitial

virus varicela-zoster
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1. Introduccion

El trasplante de pulmdén es actualmente la Unica opcién para garantizar la
supervivencia a medio plazo de pacientes con diversas enfermedades pulmonares en
fase avanzada. Desde 1963%, afio en el que por primera vez se realizd un trasplante
pulmonar, los avances médicos y quirdrgicos han sido muy significativos en este
campo. Los nuevos farmacos inmunosupresores han reducido la incidencia del rechazo
agudo y del rechazo crénico, aumentado la supervivencia del injerto, mientras que la
mejoria de la técnica quirdrgica ha reducido las complicaciones post-cirugia. Sin
embargo, el aumento de la esperanza de vida de los pacientes se ha asociado a un
incremento de otro tipo complicaciones, como las complicaciones infecciosas vy
tumorales.

Las infecciones son actualmente una de las principales causas de morbimortalidad
en el trasplante pulmonar. El trasplante pulmonar presenta algunas caracteristicas
peculiares que lo distinguen de otros tipos de trasplante de érgano sélido (TOS):
exposicidn constante al medio externo, colonizacién pre y post-trasplante, disminucién
de los mecanismos habituales de defensa frente a las infecciones respiratorias... Estas
peculiaridades justifican que se trate del TOS que presenta mayor riesgo para el
desarrollo de infecciones.

Ademads del daio directo que producen sobre el injerto, hoy dia se sabe que las
infecciones tienen un efecto indirecto sobre la supervivencia del pulmén trasplantado,
al asociarse con un aumento de los episodios de rechazo crdnico y con una peor
evolucidon del drgano trasplantado. Especificamente en el caso del trasplante
pulmonar, del sindrome de bronquiolitis obliterante (BOS). El BOS es una forma clinico-
patoldgica de rechazo crénico que se manifiesta por una progresiva afectacion de la via
aérea acompanada por un deterioro progresivo de la funcion pulmonar, que
finalmente conduce al fallecimiento del paciente.

Es fundamental alcanzar un equilibrio entre el riesgo de rechazo y el de infeccién.
Por una parte, se debe reducir al minimo la posibilidad de desarrollar un rechazo, pero
por la otra no se debe aumentar de forma importante la posibilidad de sufrir

infecciones oportunistas o graves.
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Para ello, se necesitan de marcadores fiables y sencillos, facilmente aplicables en la
practica clinica, que permitan conocer el estado neto del sistema inmunitario del
receptor. Los pacientes con mayor riesgo de infeccidon serian candidatos a una
reduccion de la pauta inmunosupresora, de un seguimiento mas estrecho en consultas
y de un mayor periodo de profilaxis frente a determinadas infecciones. En los ultimos
afos, se han realizado varios estudios con distintos tipos de marcadores inmunitarios
(subpoblaciones linfocitarias, inmunoglobulinas y complemento). Mds recientemente,
se ha publicado tres trabajos sobre la presencia de replicacion del virus de Epstein-Barr
(VEB) en el periodo post-trasplante y el riesgo de desarrollo de infecciones, pero la
mayoria de estos estudios se realizaron en el trasplante renal y sus conclusiones
fueron contradictorias®™.

En el presente trabajo se establece como hipdtesis que la presencia de VEB en la
sangre del receptor de trasplante de pulmén es un marcador subrogado de mayor
inmunosupresién y un indicador de mayor riesgo de desarrollo de infecciones

oportunistas.

1.1 La importancia del trasplante pulmonar

Espafa es el pais lider a nivel mundial en donaciéon y realizacién de trasplantes
desde hace 23 afios, con una tasa de donacién de 36 donantes por millén de personas
y un total de 4.360 pacientes trasplantados en 2014°. Ese afio se realizaron 262
trasplantes de pulmdn (lo que supuso una disminucion del 8% con respecto a 2013),
quedandose detrds del trasplante renal (2.678 trasplantes), del trasplante hepatico
(1.068 trasplantes) y del trasplante cardiaco (265 trasplantes). Hasta Enero de 2015 se
habian realizado un total de 3.487 trasplantes pulmonares en Espafia°.

El trasplante pulmonar ha evolucionado de forma importante en los ultimos 20 anos
y se considera actualmente como la mejor opcidn terapéutica en nifios y adultos con
diversas enfermedades pulmonares en fase terminal®. Hoy dia, el trasplante de pulmén
esta indicado en adultos con edad inferior a 65 afios, que presenten enfermedades
pulmonares en fase avanzada con clase funcional lll o IV de la clasificacién de la New

York Heart Association (NYHA) y con esperanza de vida inferior a dos afios. Las
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principales contraindicaciones generales absolutas para el trasplante son: existencia de
habitos téxicos (alcohol, tabaco, drogas) en los 6 meses previos; disfuncion moderada-
severa de otros drganos vitales (cardiaco, renal, hepatico); cardiopatia isquémica
severa no revascularizable; disfuncidon cardiaca sistdlica grave (fraccién eyeccién
ventriculo izquierdo [FEVI]<40%); infeccidn activa por cualquier germen, incluyendo el
virus de la hepatitis B (VHB), el virus de la hepatitis C (VHC) y el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Las principales contraindicaciones generales relativas
son: infeccion crénica por VHB y enfermedad maligna con menos de 5 afios libres de
enfermedad (a excepcidn de los carcinomas escamosos y de células basales de la piel,
o de los carcinomas “in situ” de cérvix).

En Espaia, al igual que en otros paises desarrollados, la indicacion mas frecuente
de trasplante pulmonar en adultos en las ultimas décadas fue la Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC), seguida de la Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI) y de la
Fibrosis Quistica (FQ)’. Sin embargo los porcentajes son diferentes que los de las series
internacionales. A nivel mundial se ha producido una disminucién de casi un 10% del
numero de trasplantados por EPOC entre 1998 y 2012, con un aumento concomitante
de 12% en el numero de trasplantados por FPI. Simultdaneamente en Espafia se verificd
un incremento progresivo de la indicacion de trasplante por EPOC, con una

estabilizacién de las demas indicaciones (Figura 1).

Figura 1 - Numero de trasplantados pulmonares realizados en Espafia y su evolucidn
temporal (Registro Espaiiol - Organizacion Nacional de Trasplante - 2006 - 2010)
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Segun el Registry of the International Society for Heart and Lung Transplantations, la
supervivencia media de los pacientes adultos sometidos a trasplante pulmonar entre
enero de 1990 y junio de 2012 fue de 5,7 aios, con una supervivencia no ajustada a los
tres meses, al afo y a los tres afios del trasplante de 88,0%, 80,0% y 65,0%
respectivamente (Figura 2). Cuando la supervivencia fue ajustada por periodos (1990 -
1997, 1998 - 2004 y 2005 - 2012), se observé una progresiva mejoria entre el periodo
mas antiguo y el periodo mas reciente: la supervivencia a los tres meses mejoré de
83,0% al 91,0% y la supervivencia al afio del trasplante pasé de 72,0% al 83,0%, con la
supervivencia media de cada periodo que aumentd de 4,3 anfos a 5,8 afios v,
finalmente, a 6,3 afios en el periodo comprendido entre 2005 y 2012. En Espafia, la
supervivencia no ajustada de los pacientes adultos trasplantados de pulmén entre
2006 y 2012 era similar a la del registro internacional: 79,9% a los tres meses, 71,7% al

afioy 60,1% a los tres afios del trasplante (Figura 3).

Figura 2 - Curvas de supervivencia de pacientes adultos sometidos a trasplante de
pulmén entre 1990 y 2012 (Registry of the International Society for Heart and Lung
Transplantation)
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Figura 3 - Curva de supervivencia (Kaplan-Meier, log rank) global y por tipo de
procedimiento de los receptores pulmonares adultos (Registro Espafiol - Organizacién
Nacional de Trasplante -2006 - 2010)
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Los pacientes sometidos a retrasplante pulmonar presentaron una peor evolucion,
con una supervivencia media de 2,5 afos y una supervivencia no ajustada a los tres
meses del 77,0%, al afio del 64,0% y a los tres anos del trasplante del 46,0% (Figura 2).
Sin embargo, también en este caso, se observd una mejoria progresiva de la
supervivencia a lo largo de las ultimas dos décadas.

Las infecciones fueron la causa mas importante de mortalidad a lo largo de todo el
post-trasplante. Segun el Registro Espafiol, que es similar al Registro Internacional, las
principales causas de mortalidad en los primeros treinta dias del post-trasplante
fueron las infecciones no producidas por citomegalovirus (CMV) - 19,5% -, seguido del
fallo primario del injerto (que se produce por un dafio de la membrana alveolocapilar
secundario a la isquemia y posterior reperfusiéon pulmonar). Entre el mes y el afio tras
el trasplante, el 45,7% de la mortalidad registrada se asocié a infecciones no
secundarias a CMV. A partir del primer afio, las infecciones se mantienen como la
principal causa de mortalidad (37,7%), pero perdieron importancia frente al rechazo
crénico/BOS (19,5%). Entre 1995 y 2013, el BOS fue la indicaciéon mas frecuente para el
retrasplante (Figura 4).

Es importante también mencionar que a partir del afio, las neoplasias ganaron

importancia: fueron responsables del 13,0% de las defunciones. Los tumores cutaneos
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fueron los mas frecuentes, excepto en el primer afio post-trasplante en el que la causa

mas frecuente fue el sindrome linfoproliferativo post-trasplante (SLPT).

Figura 4 - Receptores de trasplante pulmonar libres de BOS a lo largo del post-
trasplante (Registry of the International Society for Heart and Lung Transplantation)
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En resumen, el trasplante pulmonar constituye un avance muy significativo de la
Medicina moderna. Aumenta de forma notable la supervivencia de los pacientes y
permite una calidad de vida que habian perdido por la patologia pulmonar de base y
gue se suele mantener hasta el desarrollo del rechazo crénico (se describen cifras de
capacidad vital y de volumen espiratorio forzado en el primer segundo [FEV1]
superiores al 50% en el trasplante unipulmonar y cercanos o superiores al 100% en el
bipulmonar en el periodo inicial tras el trasplante). Las grandes limitaciones en el
trasplante pulmonar siguen siendo las infecciones y, con el paso del tiempo, el rechazo
crénico del injerto.

En los siguientes epigrafes revisaremos el uso de inmunosupresores y el riesgo de
infeccion en el TOS en general y las infecciones mas frecuentes en el trasplante

pulmonar, asi como su posible asociacion con el rechazo del injerto.
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1.2 Uso de inmunosupresores en receptores de érgano solido

Todos los receptores de un TOS tienen riesgo de presentar rechazo del injerto, sea

agudo o crénico. Como mencionado previamente, el rechazo tiene una especial

importancia en el trasplante pulmonar porque condiciona la funcién del injerto y la

supervivencia. Con el objetivo de reducir la incidencia de rechazo se han desarrollado

inmunosupresores cada vez mas potentes, que disminuyen de forma muy significativa

la capacidad de respuesta del sistema inmune (Tabla 1y Figura 5).

Tabla 1 - Principales inmunosupresores utilizados en el TOS

Farmaco

Mecanismo accion

Principales efectos secundarios

Basiliximab

Anti-CD25
(receptor de IL-2)

Fiebre y leucopenia, no efectos
graves

Timoglobulina

Bloqueo de proteinas de

Enfermedad del suero,

membranas de linfocitos T leucopenia
Alemtuzumab Anti-CD52 Mielotoxicidad
Rituximab Anti-CD20 Reactivacion VHB

Glucocorticoides

Agonistas de los receptores
glucocorticoideos

Diabetes, hipertension,
osteoporosis

Tacrolimus

Inhibidor de la calcineurina

Nefrotoxicidad, neurotoxicidad,
diabetes

Ciclosporina

Inhibidor de la calcineurina

Nefrotoxicidad, hipertension,
hirsutismo, diabetes

Micofenolato mofetilo
/ Acido micofendlico

Inhibidor de la sintesis de la
enzima inosina monofosfato
deshidrogenasa

Diarrea, mielotoxicidad

Inhibidor de la sintesis de

Azatioprina enzima inosina monofosfato Mielotoxicidad
deshidrogenasa
- - N Toxicidad pulmonar, dehiscencia
Sirolimus Inhibidor de la sefial IL-2 P .
de sutura, nefrotoxicidad
. - N Toxicidad pulmonar, dehiscencia
Everolimus Inhibidor de la sefial IL-2 P

de sutura, nefrotoxicidad

IL: interleucina. CD: cluster of differentiation. VHB: virus de la hepatitis B
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Figura 5 - Dianas de los principales inmunosupresores utilizados en el TOS (adaptado
de Halloran PF et al.®)

—

Anti-CD25 \
+—— Cell membrane

mAb

Antigen-
presenting cell

Sirolimus,
Everolimus

Anti-CD154
mAb

o~
“.’ Interleukin-2

o Interleukin-15
Costimulation J. @ 0/
\\= , JAK3
\,' \ ' / inhibitor
[\ \L [ =

\/ '~
J S ) o
PI-3K / PI-3K d

. P L \
-!‘( \ ' mTOR
J IKK  PI-3K \ ! { N : FK778
\ it ucleotide
/ MAP kinases

g am— 2/' synthesis
/ )
= — ! s\‘-- SR

-
-

Calcineurin

Al 1
1 lJ
'
S e > R Anti-CD52
- N ( Cell L mAb
i o TR )Gz = s
R f A APl NFxB v 1. ! (depletion)
Tacrolimus \‘f ‘ s ,",' / p
"o —_—
\ ze ioor >
Nucleus mRNA— ar® Azathioprine
N/ -

¥ g — S-1-P receptor
T cell " ; o — Cell . (altered lymphocyte

membrane —r\.) recirculation)

En las ultimas décadas, la pauta inmunosupresora estuvo basada en una induccién
inicial, en el momento del trasplante, con un farmaco deplector de linfocitos o un anti-
CD25 acompaiiado de glucocorticoides a dosis elevadas, seguido de una pauta con tres
farmacos: un inhibidor de la calcineurina (pilar de la inmunosupresion) mas un farmaco
de segunda linea (azatioprina o acido midofendlico/micofenolato) y glucocorticoides. A
lo largo del post-trasplante, se reducia progresivamente la dosis administrada®.

El rechazo se ha tratado con glucocorticoides a dosis altas o farmacos deplectores
de linfocitos’.

Actualmente, se estdn ensayando nuevas combinaciones, sin glucocorticoides, con
dosis mas bajas de los inhibidores de la calcineurina o basadas en farmacos m-TOR, en
un intento de reducir la toxicidad asociada a los farmacos inmunosupresores y de

reducir el riesgo de infeccidn y de neoplasia a largo pIazog.
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1.3 Infeccion en receptores de organo soélido

Clasicamente, se han considerado tres 3 periodos bien definidos (Figura 6)°:

- Precoz: primer mes tras el trasplante;

- Intermedio: entre el segundo y el sexto mes tras el trasplante, ambos inclusive;

- Tardio: a partir del séptimo sexto mes tras el trasplante.

Figura 6 - Espectro de infecciones a lo largo del post-trasplante en portadores de TOS

. 10
(adaptado de Fishman JA et al.™)
Infeccion Reactivacién de una Infeccién
nosocomial infeccion latente / infeccién oportunista comunitaria
Infeccion
herida —|
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| T——
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| .
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En el primer mes tras el trasplante las infecciones son tipicamente de origen
nosocomial: bacteriemias de catéter por Staphylococcus spp, infecciones de heridas
quirurgicas, colitis por Clostridium difficile o complicaciones de la propia técnica
quirurgica (fistulas de la via biliar o bronco-pleurales, dehiscencia de suturas
intraabdominales o bronquiales,...). Son también frecuentes de este periodo, las
infecciones derivadas del propio donante o del liquido de preservacién y por

microorganismos que colonizaban al receptor antes del trasplantem.
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En el periodo intermedio las infecciones oportunistas tienen mds importancia:
neumonia por Pneumocystis jiroveci, reactivacion de virus herpéticos como el CMV,
virus varicela-zoster (VVZ), virus herpes simple (VHS) o el propio VEB, infecciones por
bacterias como Nocardia, Listeria monocytogenes o Mycobacterium tuberculosis o por
parasitos como Toxoplasma gondii son caracteristicos de este periodo.

Transcurridos 6 meses desde el trasplante, con la reduccidn progresiva del
tratamiento inmunosupresor, coexisten las infecciones comunitarias y las infecciones
oportunistas tardias. Es también tipica la aparicién de enfermedades neopldsicas, sean
tumores sélidos o sindromes linfoproliferativos, algunos asociados al VEB.

Es importante mencionar que el desarrollo de nuevos fdrmacos inmunosupresores y
de nuevas pautas de profilaxis infecciosa en las Ultimas décadas han dado lugar a
variaciones en la distribucién temporal de las infecciones respecto del esquema clasico
presentado previamentell. Por ejemplo, el uso de trimetoprim-sulfametoxazol como
profilaxis frente a P. jiroveci ha reducido de forma significativa las infecciones
producidas por este hongo, mientras que el uso el ganciclovir o valganciclovir entre
tres a seis meses después del trasplante como profilaxis para CMV ha desplazado la
incidencia de enfermedad por este virus hacia etapas mas tardias en el post-trasplante.

Cada episodio de rechazo supone un aumento de las dosis de inmunosupresores o
el empleo de otras opciones mas potentes de inmunosupresion. Esto conlleva un
aumento considerable del riesgo de infecciones oportunistas y un desplazamiento del
riesgo de infecciones oportunistas graves también hacia etapas mas tardias del post-

trasplante.

1.4 Infecciones especificas del trasplante de pulmén y complicaciones

asociadas

El portador de trasplante pulmonar presenta caracteristicas y factores de riesgo
muy especificos, que le hacen susceptible de desarrollar infecciones claramente

distintas a los demas portadores de TOS.
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El tracto respiratorio es el drea mas susceptible de infectarse y la neumonia
bacteriana es la complicacion infecciosa mas frecuente, seguida de las infecciones
virales y de las fungicas'®. El periodo mas critico para el desarrollo de infecciones esta
en los primeros 90 dias después del trasplante.

A lo largo de todo el post-trasplante, las infecciones son las principales responsables
de la mortalidad. De acuerdo con el Registry of the International Society for Heart and
Lung Transplantation® aproximadamente el 35,5% de las muertes entre el segundo
mes y el primer afio del post-trasplante son secundarias a complicaciones infecciosas.

Recientemente se ha demostrado también que ciertas infecciones de las vias aéreas

predisponen al desarrollo de BOS, asocidndose con una mala evolucién del injertolz' B

Tabla 2 - Factores que predisponen a la infeccion en el trasplante de pulmdn

Interrupcion de la circulacién bronquial
Disrupcién de la integridad del epitelio
Funcion ciliar anormal
Produccion de esputo reducida

Denervacion del injerto
Reflejo tusigeno y respuesta bronquial reducidos

Disrupcion del drenaje linfatico

Complicaciones en las zonas de anastomosis del injerto
Isquemia, necrosis y dehiscencia de la zona de suturas bronquiales
Estenosis con retencion de secreciones

Colonizacidn pre-trasplante por agentes infecciosos
Del pulmén nativo del receptor (principalmente en trasplantes unipulmonares)
Del donante

Pauta inmunosupresora
Disfuncion de linfocitos T (inmunosupresores calcineurinicos)
Disfuncion de linfocitos B (micofenolato de mofetilo/4cido micofendlico)
Desregulacién de macrofagos y citoquinas (corticoides)

1.4.1 Infecciones bacterianas

La neumonia es la complicacion infecciosa mas frecuente tras el trasplante. Las
bacterias son los principales patégenos aislados. En un estudio multicéntrico y
prospectivo realizado en Espafia, el 82,7% de las neumonias diagnosticadas

etiolégicamente eran de origen bacteriana™®.
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Las neumonias bacterianas son mas frecuentes en el primer mes del post-trasplante
y la mayoria son de origen nosocomial®®. En el estudio previamente mencionado el
patégeno mas frecuentemente aislado fue Pseudomonas aeruginosa, seguido de
Staphylococcus aureus y Acinetobacter baumannii.

A partir del sexto mes, las neumonias de origen comunitario ganan importancia,
pese a que las neumonias nosocomiales o asociadas a cuidados sanitarios afectan al
portador de trasplante pulmonar a lo largo de todo el periodo post-trasplante (los
ingresos frecuentes, las revisiones en consultas y la exposicién a antibiéticos de amplio
espectro hacen que el portador de trasplante pulmonar siempre esté expuesto a
microorganismos nosocomiales, y muchas veces multirresistentes).

Otras infecciones bacterianas que se diagnostican en el trasplante pulmonar son las
infecciones de la herida quirdrgica y las bacteriemias asociadas a infeccién de catéter
de acceso vascular, principalmente producidas por bacterias de la flora cutdnea, como
es el caso de Staphylococcus aureus.

De entre las bacterias que producen infeccidn en portadores de trasplante de

pulmodn, las siguientes bacterias merecen una revisién mas detenida:

Pseudomonas spp. es la bacteria responsable del mayor nimero de neumonias tras
el trasplante de pulmdn. Se encuentra en casi el 40% de las neumonias diagnosticadas
etiolégicamente®®. La colonizacion pre-trasplante es mayor en pacientes con FQ, razén
gue explica el mayor nimero de neumonias por Pseudomonas en receptores con esta
enfermedad de base'’. Recientemente, la colonizacién del tracto respiratorio por

Pseudomonas spp. tras el trasplante se ha asociado con el desarrollo de BOS™.

Staphylococcus aureus es la bacteria grampositiva responsable de mas infecciones
tras el trasplante (principalmente bacteriemias asociadas a infeccion de catéter
vascular e infecciones de la herida quirdrgica) y la bacteria que mas neumonias
produce después de Pseudomonas spp.ls. El uso de mupirocina intranasal y de bafos
de clorhexidina en pacientes colonizados por S. aureus en el momento del trasplante
demostré una reduccion del 60% de infecciones nosocomiales y del 80% de infecciones

de la herida quirurgica.
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Nocardia spp., es una bacteria ramificada y débilmente acido-alcohol-resistente que
puede producir infecciones graves en portadores de trasplante de pulmén. La
mortalidad directamente atribuible a este patégeno alcanza el 30,0%". Clasicamente,
se presenta en forma de nddulos pulmonares, aunque es capaz de afectar a
practicamente todos los érganos y aparatos. El diagndstico de una infeccidn pulmonar
por Nocardia siempre obliga a la realizacién de una resonancia magnética cerebral,
dado la tendencia que tiene a producir abscesos cerebrales de progresién lenta y
paucisintomdticos. El tratamiento de eleccion para Nocardia es trimetoprim-
sulfametoxazol (10-15 mg/kg/dia). Como tratamientos alternativos se puede emplear
imipenem, tigeciclina, linezolid o quinolonas. Es importante mencionar que las dosis
utilizadas de trimetoprim-sulfametoxazol para la profilaxis de Pneumocytis jiroveci son

claramente insuficientes para la prevencién de infecciones por Nocardia®®.

Burkholderia cepacia estd asociada a infecciones graves y de mal pronéstico.
Dentro de la familia B. cepacia, las especies que mas infecciones producen son B.
cenocepacia (previamente conocida como genomovar Ill) y B. multivorans®®. La
mayoria de los receptores colonizados por estos gérmenes en el momento del
trasplante presentan re-infeccion por la misma especie a lo largo del post-trasplante,
desarrollando neumonia, invasién local con empiema y diseminacion con bacteriemia.
Se ha demostrado que los pacientes infectados por B. cenocepacia presentan una peor
evolucion®®, con mayor mortalidad al afio del trasplante que pacientes no infectados o
infectados por otras especies de B. cepacia (ocho veces y seis veces mayor,
respectivamente)®’. Algunos centros consideran que la colonizacién pre-trasplante por
B. cenocepacia es una contraindicacion absoluta para el trasplante, aunque en nuestro
centro se considere como una contraindicacion relativa. Se debe de tener mucha
precaucioén a la hora de identificar especies pertenecientes al grupo Burkholderia, dada
la elevada tasa de fallos en la identificacion y su potencial impacto en la supervivencia

del paciente. Meropenem junto con tobramicina es el tratamiento de eleccién.

Todos los candidatos a trasplante pulmonar deberan ser evaluados para infeccién
latente por Mycobacterium tuberculosis con un test de tuberculina y una radiografia

de térax*’. El uso de profilaxis pre-trasplante ha disminuido de forma importante la
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incidencia de infecciones por M. tuberculosis'®. En una reciente publicacion de la Red
Espaiola de Investigacidon de la Infeccidn en el Trasplante (RESITRA), el 71,0% de los
receptores de un trasplante pulmonar que desarrollaron tuberculosis activa post-
trasplante no habian realizado screening, frente al 0,9% que si habian realizado
screening®”.

La frecuencia de infecciones por micobacterias atipicas se cifra entre un 3,0% y un
9,0%> **. Es mayor en pacientes con FQ (13,0 - 15,0%), dado que el riesgo de
desarrollar enfermedad por estas bacterias se asocia principalmente con la
colonizacidn pre-trasplante (es seis veces mayor en receptores colonizados antes del
trasplante que pacientes no colonizados). Mycobacterium abscessus, debido a su alta
resistencia y dificultad de curacién, produce infecciones graves en receptores de
trasplante de pulmén, especificamente enfermedad del injerto, que se puede
acompafiar de diseminacion a distancia®. Hoy en dia se recomienda iniciar la terapia
de erradicacién para las micobacterias atipicas antes del trasplante y continuar tras el

mismo?>.

1.4.2 Infecciones viricas

El portador de trasplante de pulmén es particularmente susceptible de sufrir
infecciones virales por CMV, virus respiratorios y VEB. Ademdas de producir
enfermedad, estos virus se asocian también con un aumento del riesgo de rechazo y

., . s . . .. 12,1
de evolucién a BOS, con una reduccién de la vida media del injerto™ .

CMV es un virus que causa una gran morbilidad en el trasplante de pulmén y
constituye la principal causa de infeccién oportunista que se diagnostican en este tipo

2627 sy incidencia es mucho mayor que en otros tipos de TOS™.

de trasplante

La infeccién ocurre mas frecuentemente entre el tercer y el sexto mes del post-
trasplante. El riesgo disminuye progresivamente a partir del primer ano tras el
trasplante, excepto en los casos en que se vuelve a aumentar la inmunosupresion (por

ejemplo, pacientes tratados para rechazo agudo o crénico).
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Se reserva el término de “infeccién por CMV” para todos los casos en que se
detecta replicacidn viral asintomatica. “Enfermedad por CMV” indica que ademads de
replicarse, el virus produce sintomas, sea en forma de sindrome viral (cuadro que
remeda un sindrome mononucledsico con fiebre, astenia intensa y mialgias) o una
afectacién de érgano diana (neumonitis, hepatitis, enteritis, ...)?.

Aunque el trasplante de pulmdn se considere en general como un trasplante de alto
riesgo para desarrollar infecciones por CMV, son particularmente susceptibles los
receptores seronegativos para CMV antes del trasplante (R-) que reciben injertos de
donantes seropositivos (D+/R-)*°. Por otro lado, se considera que receptores
seronegativos para CMV que reciben injertos de donantes seronegativos tienen muy
bajo riesgo de sufrir infecciones por CMV (D-/R-). Receptores seropositivos (R+) que
reciben injertos de donantes seropositivos o seronegativos (D+/R+ o D-/R+) presentan
un riesgo intermedio de infeccion por cmv2,

La pauta de profilaxis post-trasplante varia de forma importante entre centros.
Muchos centros realizan profilaxis universal con un antiviral activo frente a CMV
durante varios meses en todos los trasplantes pulmonares en riesgo (D+/R-, D-/R+ y
D+/R+). En otros centros, para casos de R+ en el momento del trasplante, se prefiere
una monitorizacién semanal o bisemanal de la presencia de CMV en sangre mediante
antigenemia pp65 o medicion de la carga viral. En estos casos, sélo se inicia el
tratamiento antiviral si se detecta replicacion viral.

Los antivirales de primera eleccion empleados tanto para la profilaxis como para el
tratamiento de CMV son ganciclovir intravenoso y valganciclovir por via oral™ .
Valganciclovir es un profarmaco de ganciclovir®®. Para ambos antivirales, la dosis
empleada para tratamiento es el doble que la dosis utilizada para profilaxis. La
inmunoglobulina especifica para CMV es utilizada por algunos grupos como profilaxis

en pacientes de alto riesgoB. Los principales efectos adversos del ganciclovir y

. . . . .. 2
valganciclovir son la neutropenia, la trombopenia y la nefrotoxicidad®.
Los virus respiratorios incluyen principalmente al virus de la Gripe, virus

respiratorio sincitial (VRS), parainfluenza, rinovirus, coronavirus, metapneumovirus y

adenovirus®. Se han asociado con un aumento del riesgo para desarrollar BOS3!.
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La infeccidn por el virus de la Gripe en el trasplante de pulmdn, se asocia con un
aumento del riesgo de progresidn de la infeccidn a las vias respiratorias inferiores y al
parénquima pulmonar, con sobreinfeccién bacteriana o fungica acompafiante®?. Esto
conlleva a un aumento importante de la mortalidad en estos pacientes. Se han descrito
casos de transmision del virus de la Gripe desde el donante al receptor de un
trasplante pulmonar32’ 3,

Es muy importante una correcta vacunacion anual frente a virus de la Gripe, tanto
del receptor como de sus convivientes, con la intencién de reducir el riesgo de
desarrollar esta enfermedad®'. En caso de sospecha clinica de infeccién por virus de la
Gripe, esta indicado iniciar tratamiento precoz con un inhibidor de la neuraminidasa
(oseltamivir o zanamivir)**. En muchas ocasiones, al tratamiento antiviral, se asocian
antibidticos para cubrir la posible sobreinfeccion bacteriana.

El VRS, al igual que el virus de la Gripe, es capaz de producir en trasplantados de
pulmén formas graves de neumonia, con aumento de la mortalidad y lesion del
parénquima del injertolz. Las recomendaciones para su prevencidn son similares a las
de la gripe: higiene de manos, cortesia del estornudo, evitar lugares hacinados, evitar
contacto con nifios o adultos acatarrados.... El tratamiento fundamental es el de
soporte, asociado a tratamiento antibidtico para evitar la sobreinfeccién bacteriana en
caso de afectacién de vias respiratorias inferiores (traqueobronquitis) o del propio
parénquima pulmonar (neumonia). Ribavirina ha demostrado actividad in vitro frente a
VRS, y en algunos estudios se ha demostrado su utilidad clinica en portadores de
trasplante de pulmén (ya sea administrada por via oral, inhalada o intravenosa). Se
trata de un farmaco con multiples efectos secundarios graves que limitan su empleo

35, 36

rutinario . Hay estudios prometedores en marcha en trasplantados pulmonares con

otros farmacos activos frente a VRS®’ y vacunas frente a este virus>®.

1.4.3 Infecciones fungicas

Entre un 15 y un 35% aproximadamente de los trasplantados pulmonares
desarrollan infecciones fungicas, que suponen la tercera causa de infecciones en este

grupo de trasplantes®. Pese al empleo cada vez mas extendido de profilaxis
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antifungica dirigida frente a los hongos filamentosos, las infecciones producidas por
éstos predominan frente a las producidas por levaduras®. Las infecciones fungicas

tienen una alta mortalidad y se correlacionan con una peor evolucién del injerto™.

La aspergilosis pulmonar invasiva (API) es la infeccion fungica mas frecuente en el
trasplante de pulmén, supone el 44% de todas las infecciones flngicas de estos
pacientes™. La infeccidn es adquirida por via inhalatoria, lo que justifica su preferencia
por el tracto respiratorio. Los factores de riesgo para desarrollar APl son la
colonizacidon pre-trasplante (mas frecuente en pacientes con fibrosis quistica), la
colonizacidn post-trasplante, dosis elevadas de farmacos inmunosupresores (rechazo

agudo, rechazo crénico,...), disfuncién renal e infeccidn previa por CMV*"#?

. Aspergillus
fumigatus es la especie responsable del mayor nimero de infecciones, seguida de A.
flavus, A. nigery A. terreus®.

La APl implica invasidn del parénquima pulmonar. El tiempo medio entre el
trasplante y el desarrollo de APl es de aproximadamente 500 dias®. Este retraso en la
aparicion de la infecciéon es seguramente secundario al uso universal de profilaxis
antifungica frente a Aspergillus en trasplante pulmonarsg. Los sintomas clinicos y los
hallazgos radiograficos iniciales son muchas veces inespecificos*®, aunque pueden
evolucionar a la produccién de cuadros de hemoptisis grave acompafiada de disnea de
reposo. La supervivencia las 12 semanas se cifra actualmente en el 65,0%
aproximadamente®, pero son de especial gravedad las formas diseminadas, que
tienen un especial tropismo por el sistema nervioso central.

La traqueobronquitis por Aspergillus es una forma de presentacién de la infeccidn
practicamente exclusiva del trasplante de pulmdén entre los portadores de TOS®.
Principalmente, se caracteriza por la afectacion de las zonas sutura dentro de la via
aérea, aunque las formas no tratadas evolucionaran hacia API. El tiempo medio de
presentacion es de aproximadamente 50 dias tras el trasplante y se ve favorecido por
la isquemia que se produce en la zona de la sutura traqueal®. Existen tres formas de
presentacion: ulcerativa, nodular y pseudomembranosa. Las formas ulcerativas se
caracterizan por la afectacién de las zonas de sutura, las formas nodulares por la
existencia de mamelones fungicos que obstruyen la via aérea mientras que la forma

pseudomembranosa se caracteriza por un tapizado infeccioso que recubre el tracto
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respiratorio. La clinica suele ser inespecifica y muchos receptores son diagnosticados al
realizarse las fibrobroncoscopias de control, cuando estan todavia asintomaticos. Las
complicaciones incluyen la estenosis de zonas anastométicas, dehiscencia de suturas 'y
hemoptisis. La mortalidad alcanza un 20%"%.

El diagndstico de la infeccidn por Aspergillus se realiza, por consenso, mediante los
criterios de la European Organization on Research and Treatment in Cancer and the

Mycoses Study Group (EORTC/MSG)*®.

Tabla 3 - Resumen de los criterios de APl probada y probable segtin la EORTC/MSG

API Probada

Observacion histolégica o citolégica de un espécimen compatible con Aspergillus y que
se acompafia de un claro dafio tisular

Cultivo de hongo filamentoso de una muestra normalmente estéril y clinica o
radiolégicamente compatible con un proceso infeccioso

API Probable

Requiere la presencia de un factor de riesgo, de un criterio clinico y de uno radioldgico:

e Factor de riesgo: uso prolongado de corticoides (0,3 mg/Kg/dia durante mas de 3
semanas), tratamiento con farmacos supresores de linfocitos T en los ultimos 3
meses, trasplante de médula dsea...

e Criterios clinicos: signo del halo o cavitacion en TAC de térax, traqueobronquitis
ulcerada, nodular o pseudomembranosa, infeccién nasosinusal...

e Criterios microbioldgicos: cultivo del hongo en esputo, lavado broncoalveolar (LBA) o
deteccion de galactomanano en plasma, suero, LBA, liquido cefalorraquideo o de -
D-glucano en suero

Aunque las pruebas radioldgicas sean imprescindibles para el diagndstico de API, no
son Utiles en el caso de una afectacién traqueobronquial. Esta requiere, para la
confirmacién diagndstica, de la realizacidn de una fibrobroncoscopia.

El tratamiento de la APl se basa, por una parte, en la reduccién del nivel de
inmunosupresion (siempre que esto sea posible), y, por otra parte, en el empleo de

13,39 |3 duracién

antifungicos. Actualmente vorizonazol es el antifungico de eleccidn
del tratamiento no esta bien establecida, pero se recomienda un minimo 12
semanas®, dependiendo de la inmunosupresién del recipiente, otras comorbilidades
asociadas y respuesta al tratamiento. La afectacién tragueobronquial, ademas de lo
anteriormente descrito, suele requerir excisidon y limpieza broncoscépica. Los efectos

adversos mas frecuentes asociados al voriconazol son la interaccidon con los
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anticalcineurinicos, elevacién de las transaminasas, fotosensibilidad y el sindrome
confusional®’.

La profilaxis antifingica post-trasplante varia de centro a centro®. Las pautas mas
frecuentemente utilizadas son voriconazol, anfotericina B inhalada e itraconazol®.
Anfotericina B inhalada permite una administracién directa del antifungico al injerto,
evitando al mismo tiempo efectos sistémicos e interacciones con otros farmacos. El
itraconazol en forma de cdpsulas tiene como inconveniente una biodisponibilidad
erratica, un problema que aparentemente se ha reducido con la administraciéon en

forma de solucién oral®.

Dentro de la especie Candida, es Candida albicans la responsable del mayor nimero
de infecciones, pese a que en los ultimos afios se esté observando un aumento de la
incidencia de otras especies de Candida™. Puede diagnosticarse en cualquier momento
del post-trasplante, pero tipicamente ocurre en los primeros 30 dias. Esta
directamente relacionada con el grado de colonizacidn del donante y receptorlz. Se
manifiesta desde una infeccidn mucocutdnea leve hasta una tragueobronquitis
moderada (principalmente afectando de las zonas de sutura) o una enfermedad
invasiva con candidemia acompafante (la candidemia se asocia frecuentemente con
los procedimientos quirdrgicos y con la estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos,

. s . 12, 1
en relacién con el empleo de catéteres venosos centrales)'® **

. Sin embargo, la
infeccién del parénquima pulmonar por esta levadura es poco frecuente®?.

Tras el diagndstico, se puede iniciar tratamiento empirico con fluconazol, aunque
normalmente se suele reservar este antifungico para casos de enfermedad leve, para
pacientes no neutropénicos y para casos en que el riesgo de infeccién por C. glabrata y
C. krusei es bajo. En los demds casos, se suele pautar una equinocandina o anfotericina
B hasta obtener la identificacion y la sensibilidad de la levadura. Para infecciones
producidas por C. albicans y C. parapsilosis, fluconazol suele ser efectivo. En caso de
infecciones por C. glabrata y C. krusei, se recomienda el tratamiento con una
equinocandina. Dado que anfotericina B presenta una toxicidad renal importante,
actualmente se suele reservar este antifungico para casos de fracaso de tratamiento

con azoles o equinocandinas, situaciones en que la Candida aislada sea resistente a

estos antifungicos y para pacientes que presenten intolerancia a otro tipo de
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antifingicos®®. La mortalidad asociada a las infecciones invasivas se cifra en mas del

50%2.

Scedosporium es un hongo filamentoso septado similar a Aspergillus. Se conocen
dos especies capaces de producir infecciones en humanos: S. apiospermum vy S.
prolificans. S. apiospermum frecuentemente produce infecciones en trasplantados de
pulmdn, mientras que S. prolificans tipicamente afecta a trasplantados de médula 6sea
y pacientes neutropénicos39. Producen queratits/endoftalmitis de origen traumatica en
pacientes inmunocompetentes, pero en trasplantados de pulmén pueden infectar el
injerto y originar una enfermedad diseminada. Voriconazol es el antifungico de
eleccidn en el caso de infecciones producidas por S. apiospermum. S. prolificans es mas
dificil de tratar: en algunos casos se ha obtenido éxito terapéutico con la asociacién de

0,51 son intrinsecamente resistentes a anfotericina B. La

voriconazol y terbinafina
mortalidad es aproximadamente del 54% y del 78% para S. apiospermum y S.

prolificans, respectivamentesz.

Fusarium es un hongo ubicuo. Las dos especies que mas frecuentemente producen
infecciones en humanos son F. solani y F. oxysporum>. Al igual que Scedosporium, en
pacientes inmunocompetentes, suele producir queratitis traumaticas o asociadas a
lentillas de contacto. En el caso de enfermos con neutropenia prolongada por
neoplasias hematoldgicas o que han recibido un trasplante de médula dsea, Fusarium
es capaz de producir una enfermedad invasiva con fungemia acompanante. Es el
hongo filamentoso que mas frecuentemente se aisla en los hemocultivos. Las
infecciones por Fusarium son infrecuentes en el caso del TOS. Solamente se han
descrito nueve casos en el caso del trasplante de pulmén®®. En el caso del trasplante
pulmonar suele producir infecciones primarias pulmonares con diseminacion
posterior®®. La mortalidad es de aproximadamente el 34,0%, pese al tratamiento
antifungico. Anfotericina B es considerado como el antifungico de eleccidn,
acompafiado de una reduccién de la inmunosupresidon, siempre que sea posible.
Recientemente se han publicado varios casos describiendo una buena evolucién de

infecciones producidas por Fusarium tratadas con voriconazol®>.
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La mucormicosis incluye a las especies Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, Lichtheimia,
Cunninghamella, Apophysomyces y Saksenaea™. Son responsables del 2,0% de las
infecciones fungicas en TOS segln la base de datos Transplant-Associated Infections
Surveillance Network (TRANSNET)*. Se han publicado siete casos de infeccion en el
trasplante pulmonar hasta este momento®. En cinco de los casos existia afectacion
pulmonar, mientras que en los demas casos la infeccién era seno-orbital y cutanea.
Anfotericina B (5 mg/kg/dia) es el tratamiento de eleccién. La mortalidad descrita por
mucormicosis en TOS es del 49,0%, pero puede ser de casi 90,0% en caso de afectacion

cerebral o en formas diseminadas®.

La incidencia de infecciones producidas por Pneumocystis jiroveci ha disminuido de
manera considerable tras la introduccidn del tratamiento profilactico con trimetoprim-

12213 |a infeccién responde bien al

sulfametoxazol o con pentamidina inhalada
tratamiento con dosis elevadas de trimetoprim-sulfametoxazol, acompaniado de un
aumento de la dosis administrada de corticoides, principalmente indicada en casos de

hipoxemia moderada-grave®>.

Figura 7- Complicaciones infecciosas y no infecciosas tras el trasplante de pulmén
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1.5. El Virus de Epstein-Barr

El VEB es un miembro de la familia de los virus herpes gamma, ampliamente
diseminado en la poblacién mundial (entre el 90 y el 95% de los adultos son
seropositivos)®. A lo largo de los siglos, este virus co-evolucioné en paralelo con el ser
humano, adaptando su ciclo viral al ciclo de las células humanas, lo que le permitid
transformarse en uno de los mejores “parasitos” de nuestras células™®.

El genoma del VEB consiste en una molécula de ADN bicatenario con una longitud
aproximada de 172 kb>’, rodeado por una capside. La cdpside esta rodeada por un
tegumento de proteinas, que a su vez esta englobada en una envoltura glicoproteica.
Se pueden diferenciar dos subtipos principales: tipo 1 y tipo 2°°. Estos dos subtipos se
diferencian en los genes Epstein-Barr virus nuclear antigen (EBNA)-2, EBNA-LP y EBNA-
3, genes que se asocian con la latencia del VEB. El tipo 1 es dominante en casi todo el
mundo, pero los dos tipos son igualmente prevalentes en Africa y Papua Nueva
Guinea®®. Los dos subtipos producen un cuadro clinico similar.

El VEB se transmite principalmente a través del contacto intimo entre sujetos
susceptibles y sujetos sintomaticos o asintomdticos con infeccion previa reciente que
liberan el virus a través de la saliva®. La mayoria de las infecciones ocurren a través del
beso>. La transfusion de sangre, en la que se transfunden linfocitos B del donante
infectados por VEB a un receptor, y el TOS son otras vias de transmisidn de este virus,

aunque mucho menos frecuentes>®.

Tabla 4 - Mecanismos a través de los cuales el VEB establece y mantiene la infeccion

(adaptado deThorley-Lawson et al.®)
Linfocito B infectado Fase Gen Resultado
EBNA1 al EBNA6 Activa al
Linfocito B naive Crecimiento LMP-1, LMP-2a, linfocito B
LMP-2b
Diferencia el
Linfocito B del centro EBNA-1, LMP-1, linfocito B
germinal | LMP-2a activado en una
célula memoria
Célula memoria en . . .
eg . Latencia Ninguno Latencia viral
sangre periférica
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Célula memoria Replicacién de genoma Permite division
uian P 1deg EBNA-1 del DNA viral en
dividiéndose viral .
fase de latencia
Replicacidn viral
, . " Todos genes P ,
Célula plasmatica Fase litica liticos en células
plasmaticas

Al igual que otros miembros de la familia herpes, el VEB se caracteriza por presentar
dos fases de infeccidon. Por una parte una fase de latencia, en la que es capaz de
perpetuarse en el interior de linfocitos B, linfocitos T, células epiteliales y miocitos. Por
otra parte una fase litica, que se caracteriza por replicacién y transmision viral®®. Hoy
en dia, se considera que tras la transmisidn inicial existe una fase litica con replicacién
viral en el epitelio amigdalar y posterior infeccién de los linfocitos B naive o una
infeccidn directa de los linfocitos B naive a nivel del anillo de Waldeyer. El VEB activa a
estos linfocitos para transformarse en linfocitos B activados y posteriormente en
células de memoria. Estas células de memoria, al sufrir divisiones mitdticas, solamente
expresan EBNA-1. En condiciones favorables, estas células de memoria se pueden
diferenciar en células plasmaticas, reactivando la replicacién viral (Figuras 8 y 9). Todas
las células de este ciclo son susceptibles de ser eliminadas por el sistema inmune, a
excepcion de las células de memoria, en las que el virus es quiescente. Este equilibrio
es mantenido por los linfocitos T citotdxicos, capaces de reconocer y eliminar a las

células infectadas, y por los anticuerpos que neutralizan al VEB®.

Figura 8 - Mecanismos de infeccién del VEB (tomado de Thorley-Lawson et al.®%)
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Figura 9 - Ciclo viral en los linfocitos B (tomado de Thorley-Lawson et al.®°)
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1.5.1 Infecciones producidas por el VEB: la mononucleosis infecciosa

La primoinfeccién por VEB es rara en el primer afio de vida, principalmente por la
elevada seroprevalencia materna y el paso de anticuerpos maternos con efecto
protector al recién nacido®’. En los paises en desarrollo y grupos socioecondmicos mas
desfavorecidos, la mayoria de las infecciones por VEB ocurren en la primera infancia.
En los paises industrializados y grupos socioeconémicos mas elevados, la mitad de la
poblacién se infecta entre el afo y los cinco afios de vida, y otro gran porcentaje se

% 37 |as infecciones que ocurren en los

infecta en la segunda década de la vida
primeros afios de vida suelen pasar desapercibidas y los sintomas tipicos de
mononucleosis infecciosa (Ml) son poco frecuentes>®.

La Ml afecta principalmente a sujetos que entran en contacto por primera vez con el
VEB durante o tras la segunda década de la vida®’. Dada la importante mejoria de las
condiciones econdmicas y sanitarias de las Ultimas décadas, la primoinfeccién estd
disminuyendo en la primera infancia y cada vez mas jévenes llegan a la adolescencia

sin haberse infectado por VEB®®*’.
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La MI se caracteriza clinicamente por fiebre, faringitis, adenopatias
mayoritariamente cervicales, astenia (que puede ser persistente y grave) y linfocitosis

atipica en sangre periférica.

Figura 10 - Linfocito atipico en un paciente diagnosticado de Ml (tomado de Luzuriaga
etal.”)
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La mayoria de los sintomas remite entre una y dos semanas desde el inicio del
cuadro clinico, aunque la astenia pueda persistir durante seis o mds meses. Algunos
pacientes pueden desarrollar complicaciones agudas graves, que van desde
alteraciones hematoldgicas (anemia hemolitica o aplasia medular [con o sin sindrome
hemofagocitico linfohistiocitico], trombocitopenia y coagulacién intravascular
diseminada), neurolégicas (sindrome Guillan-Barré, paralisis facial, meningitis aséptica
o cerebritis y mielitis), rotura esplénica (0,5 a 1% de los casos) y obstruccion de la via
aérea (1% de los pacientes)®’. Se han descrito casos de hepatitis fulminante®’.

El diagndstico suele basarse en el reconocimiento de la presentacidn clinica, en la
visualizacién de linfocitos atipicos en un frotis de sangre periférica y en el test de
anticuerpos heterdfilos o de Paul-Bunnell positivo. El diagndstico definitivo de
infeccidn por el VEB requiere de un estudio serolégico. La presencia de IgM contra la
capside viral (IgM anti-VCA) es practicamente diagndstico de primoinfeccién (estos
anticuerpos desaparecen entre cuatro y ocho semanas). La IgG frente a la capside viral

(IgG anti-VCA), que suele estar presente en el momento de la presentacion clinica,
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persiste a lo largo de la vida. Los anticuerpos contra del antigeno nuclear (IgG anti-
EBNA), suelen aparecer entre las seis y las doces semanas y persisten a lo largo de toda

la vida (su positividad practicamente excluye infecciéon aguda).

Figura 11 - Evolucidn serolégica de la primoinfeccién por VEB (tomado de Luzuriaga et
al.’)
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El tratamiento se dirige principalmente al control de los sintomas utilizando
paracetamol o antiinflamatorios no esteroideos (AINE). El uso de corticoides no aporta
un gran beneficio en pacientes con Ml no complicada y se reservan para casos de

56, 57
2", Los

obstruccidon de la via aérea, anemia hemolitica o trombocitopenia autoinmune
antiviricos no han demostrado ser eficaces dado que los sintomas son secundarios a la
propia respuesta del sistema inmune, con una gran produccién de citoquinas por los
linfocitos CD8, y no por una accién directa del propio VEB®.

La infeccidn crénica activa por VEB es un sindrome poco frecuente®®, caracterizado
por la persistencia o recurrencia de los sintomas tipicos de Ml y por la deteccién de
cargas virales altas de este virus en sangre periférica. Habitualmente los anticuerpos
IgM e IgG anti-VCA persisten elevados y existe una incapacidad para producir el
anticuerpo 1gG anti-EBNA. Presenta una elevada mortalidad a medio-largo plazo al

asociarse al desarrollo de complicaciones como fracaso hepatico, linfoma, sepsis y

sindrome hemofagocitico’®.
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1.5.2 VEB y su relacion con las enfermedades neoplasicas

El VEB se ha asociado con una serie de linfomas (linfoma de tipo Burkitt, linfoma de
tipo Hodgkin, linfomas de células T) y tumores sdélidos (carcinoma nasofaringeo y otros
tumores sélidos de cabeza y cuello)®®. En el TOS, el VEB también se ha asociado con la
apariciéon de distintos linfomas, agrupados en lo que se denomina sindrome

linfoproliferativo post-trasplante (SLPT).

El linfoma de tipo Burkitt (LB) es la enfermedad maligna mas frecuente en nifios de
Africa ecuatorial (méas del 95,0% de los nifios africanos ya han sido infectados por el
VEB antes de los tres afios)®’. Estudios de células tumorales del LB endémico han
mostrado contener copias del genoma del VEB con mucha mas frecuencia que en LB
espordadico diagnosticados en zonas con baja incidencia (>95% versus 15% a 20%)%2. El
estudio del mismo genoma demostré que los LB se originan de una Unica linea de

células B infectadas por VEB.

Hoy se sabe que una gran parte de las células tumorales del linfoma de tipo
Hodgkin contienen genoma de VEB®. Se postula que un linfocito B activado en el
centro germinal no evolucionaria a una célula de memoria. Los genes LMP-1 y LPM-2

virales permitirian el crecimiento y la supervivencia de la células tumorales® .

Los linfocitos T son también susceptibles de ser infectados por el VEB. Varios
linfomas T han sido detectados en pacientes con infeccién crdnica por VEB y una
forma fulminante y mortal fue descrita tras un episodio de MI®®. Ademas, varios genes
de VEB como el EBNA-1, LMP-1 y LPM-2 han sido detectados en células malignas de

linfomas tipo T.

El carcinoma nasofaringeo es una de los canceres mas frecuentes en sureste de
China, con una incidencia de 55 por 100.000 habitantes®’. La descripcién del genoma
de VEB en células clonales pre-malignas, tal como la displasia nasofaringea o el
carcinoma in situ, indica que la proliferacion de células inducida por el VEB precede a

la fase invasora de estos tumores. Al igual que en los linfomas T, las células tumorales
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del carcinoma nasofaringeo también expresan un subgrupo de proteinas de VEB,
incluyendo EBNA-1, LMP-1 y LMP-2%, Hoy en dia se considera que la presencia del

LMP-1 es un requisito para la completa transformacién neoplasica®.

1.5.3 VEB vy su relacion con el TOS: el sindrome linfoproliferativo post-

trasplante

El SLPT es una de las complicaciones asociadas al VEB mds graves en los portadores
de TOS’®"*. Corresponde a un grupo heterogéneo de sindromes linfoproliferativos que
ocurre entre un 3,0% a 10,0% de los portadores de TOS adultos, pero que es
responsable de mas de la mitad de todas las enfermedades malignas post-trasplante
en el TOS pediatrico™®. Su incidencia en adultos portadores de trasplante pulmonar
estd entre el 2,8% y 8,0%’%. Su presentacion abarca desde una proliferacion policlonal
de linfocitos B hasta un sindrome linfoproliferativo monoclonal altamente maligno. Los
factores de riesgo para el desarrollo del SLPT incluyen la primoinfeccion por VEB tras el
trasplante (receptores seronegativos en el momento del trasplante que reciben
injertos de donantes seropositivos), rechazo del injerto y coinfeccién por el CMV.

Tabla 5 - Principales factores de riesgo para SLPT en el TOS (tomado de Allen et al.”)

SLPT precoz (primer afio del trasplante)
Infeccidn primaria por VEB
Tipo de érgano trasplantado
Induccion con OKT3 u otros tipos de anticuerpos anti-linfocitos
Receptores de menor edad (nifios, por ejemplo)
Discordancia seroldgica para CMV entre donante y receptor o enfermedad por CMV

SLPT tardio (tras el primer afio del trasplante)
Duracién del tratamiento inmunosupresor
Tipo de 6rgano trasplantado
Recipientes con mayor edad (adultos)

El riesgo de SLPT es maximo en el trasplante intestinal (32%), mientras que el riesgo de desarrollar SLPT
en el trasplante pulmonar es considerado como moderado (3 - 12%)

Mas del 90,0% de los linfocitos B asociados al SLPT precoz presentan genoma de
VEB. La relacién entre este virus y el SLPT es compleja, pero se piensa que estd

asociada con la capacidad del VEB para transformar e inmortalizar a los linfocitos B".
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El retraso en el desarrollo de la respuesta inmune en el caso de una primoinfeccién en
trasplantados pulmonares en el periodo precoz permitiria prolongar la infeccidn en los
linfocitos B naive, una mayor latencia de las células memoria y reactivaciones con
replicacion viral’®. Esto resultaria en una mayor carga viral con infeccién masiva de los
linfocitos B y de las demds células (linfocitos T, NK, células B de memoria). La
inmunomodulaciéon causada directamente por las proteinas del VEB, asi como por
otras infecciones, y los farmacos inmunosupresores alterarian la supervivencia y la
proliferacion de las células infectadas y la respuesta de los linfocitos T citotéxicos VEB-
especificos’”.

Los TOS mas susceptibles de desarrollar SLPT son los portadores de intestinal,
cardiaco y pulmonar, muy probablemente relacionado con el tratamiento
inmunosupresor mas potente que se utiliza en estos receptores. El SLPT que se
desarrolla en el primer afio post-trasplante tipicamente presenta una proliferacién de
linfocitos B, mientras que el SLPT tardio tipicamente es secundario a una proliferacién

de linfocitos T y tiene peor pronéstico71.

Tabla 6 - Distintas neoplasias asociadas al SLPT (tomado de Allen et aI.71)

Presentacion inicial
Hiperplasia plasmocitica
Biopsia ganglionar compatible con mononucleosis infecciosa
Proliferacion policlonal
Proliferacion monoclonal
Linfoma de linfocitos B
Linfoma difuso de células B grandes
Linfoma de tipo Burkitt
Mieloma de células plasmaticas
Linfoma de linfocitos T
Linfoma periférico de células T
Linfoma T hepatoesplénico
Linfomas de tipo Hodgkin clasicos

El diagnodstico se basa en la medicidn de las cargas virales de VEB, citometria de flujo
celular, estudio de monoclonalidad de las cadenas de inmunoglobulinas y estudio
inmunohistoquimico para VEB en las biopsias73.

El tratamiento sigue siendo un reto y no existe consenso con respecto a ninguna
pauta’. El paso inicial es la reduccién de la inmunosupresion, pero su efectividad es

ampliamente variable (0,0% - 73,0%) y siempre existe el riesgo de rechazo agudo’®.
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Algunos autores también sugieren el cambio a regimenes inmunosupresores basados
en mammalian Target of Rapamycin (m-TOR), aunque la informacién sea todavia
escasa. Ganciclovir también se utiliza en el tratamiento de esta entidad, pero el uso de
este antivirico en monoterapia no esta indicado. Rituximab, un anticuerpo monoclonal
anti-CD20, forma parte del tratamiento estdndar, sea en monoterapia o en
combinacidn con quimioterapia, combindndose con distintas pautas de quimioterapia
como CHOP, ACVBP y ProMACE CytoBOM’!. La cirugia puede ser curativa en SLPT
localizados. Pese a los recientes tratamientos con farmacos anti-CD20, como
rituximab, asi como de los tratamientos quimioterdpicos y radioterapicos, la remision
completa varia entre el 42,0% y el 92,0%"".

Un tratamiento en desarrollo es la terapia adoptiva de células T, en la que se
transfunden al receptor linfocitos T citotéxicos VEB-especificos del donante. Estudios
iniciales han demostrado buenos resultados en TOS, pero actualmente solamente se
utiliza a nivel experimental en centros muy especializados’®. Otros tratamientos
experimentales son el uso de interferon-a (IFNa), una citoquina con capacidad
inmunomoduladora y actividad antiviral y anti-proliferativa, y terapias con anti-
interleucina 6”*.

Dado su complejidad, se recomienda que el tratamiento y seguimiento del SLPT sea
realizado o supervisado por una equipa con experiencia en pacientes trasplantados y
gue incluya a hematdlogos, oncdlogos y especialistas en enfermedades infecciosas.

Tabla 7 - Marcadores de mal pronéstico en el SLPT (tomado de Allen et al.”h

Caquexia

Enfermedad extendida

Afectacion del Sistema Nervioso Central

SLPT secundario a linfocitos T o NK

SLPT no asociado a VEB

Co-infeccion por VHB o VHC

Enfermedad monoclonal

Presencia de mutaciones en los proto-oncogenes o genes supresores de tumor
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1.6 Reactivacion del VEB en receptores de trasplante de pulmon

En los ultimos afios se han publicado distintos trabajos intentando relacionar la
presencia de viremia por VEB y la aparicidon de rechazo agudo, rechazo crénico y de
SLPT en trasplantados de pulmén. Es importante mencionar que ninguno de estos
trabajos ha analizado de forma exhaustiva la presencia de VEB con el riesgo de
infeccién como nuestro estudio, que es innovador en este sentido.

En el trabajo de Ahya et al.”, se realizé un estudio retrospectivo de 31 trasplantes
pulmonares seguidos por aproximadamente dos afios. La carga viral de VEB fue
medida de forma puntual en las distintas revisiones médicas a través de PCR en plasma
y sangre completo. Se observé una reduccién significativa del nimero de episodios de
rechazo agudo en pacientes con viremia detectable (45,0% vs 83,0%), siendo ademas
considerado como un factor protector (HR, 0,17; 95% IC, 0,021 - 1,2; P = 0,048). Sus
autores concluyeron que la deteccién de VEB representd un marcador funcional de
inmunosupresidn, con una menor capacidad de respuesta del sistema inmune.

En su estudio, Bakker et al.”® incluyeron a 75 trasplantes pulmonares, seguidos por
aproximadamente 10 afios. La carga viral fue medida al menos dos veces al afio, siendo
repetida a las dos o cuatro semanas en caso de viremia detectable. En casos de
reactivacion, con viremia superior a 10.000 copias/mL, se reducia la inmunosupresion:
primero se reducia la azatioprina o el micofenolato en un 50,0% y, en caso de ausencia
de respuesta, se suspendia el farmaco. 26 (35,0%) pacientes presentaron reactivacion,
siendo que en 19 se ha reducido la dosis de los farmacos inmunosupresores segun el
protocolo. Sus autores no observaron un aumento de los casos de rechazo agudo o
crénico, o peor evolucidon en estos pacientes. Ademas, de forma global, se detecté una
reduccion significativa de la virema de VEB tras la reduccion de la inmunosupresion.

En el estudio de Haqque’’ se ha valorado la capacidad funcional de linfocitos T
especificos para VEB en 30 trasplantes cardiopulmonares (11 eran pulmonares
aislados). Sus autores observaron que el momento de la madxima inmunosupresion se
acompafiaba de la reduccidn de la capacidad funcional de estos linfocitos y del maximo
de viremia detectable en sangre periférica (80,0%). Sus autores concluyeron que la
inmunosupresién ha reducido la respuesta inmune especifica, con un aumento

concomitante de la viremia por VEB.
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Engelmann et al.”® han estudiado la relacion entre VEB y el BOS. En su estudio
prospectivo se han incluido a 385 trasplantados pulmonares, en los cuales se ha
medido la presencia de viremia de VEB por aproximadamente seis meses. 202
receptores presentaron reactivacién por VEB. La persistencia de viremia de VEB fue
considerado como un factor de riesgo para desarrollar BOS (HR, 3,17; 95% IC, 1,41 -

7,13).

1.7 Estudios previos sobre marcadores de inmunosupresion en pacientes

trasplantados

Varios estudios se han desarrollado buscando marcadores fiables y sencillos,
facilmente aplicables en la practica clinica, que permitieran conocer el estado neto del
sistema inmunitario del receptor. Subpoblaciones linfocitarias, niveles de
inmunoglobulinas y de complemento y replicacion viral en el post-trasplante han sido
algunos de los marcadores estudiados (tabla 8). En este epigrafe revisaremos los
principales trabajos publicados en los ultimos afos. Los estudios en los que el VEB fue

el marcador escogido, seran revisados mas detenidamente en el siguiente apartado.

Tabla 8 - Principales estudios de marcadores bioldgicos y clinicos de inmunosupresién
en TOS

Autor Tipo de trasplante Marcador Conclusion

La linfopenia
pretrasplante (< 1.00 x

Subpoblaciones 103/ul) se asocia con un

Fernandez-Ruiz

ot al”® Trasplante hepatico linfocitarias pre- aumento de infecciones
trasplante -
en los dos afos

posteriores al trasplante

La linfopenia al mes 'y

Fernandez-Ruiz Subpoblaciones sexto mes del post-
ot al®° Trasplante renal linfocitarias pre y trasplante se asocia con
post-trasplante un aumento del riesgo
de infeccién

Nivel de Nivel de' IgG < 400mg/dl

Goldfarb et al* Trasplante pulmonar | inmunoglobulinas se asocia con aumento

de infecciones en el

post-trasplante
post-trasplante
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Fernandez-Ruiz

Trasplante renal

Nivel de
inmunoglobulinas

Hipogammaglobulinemia
al primer y sexto mes del
trasplante se asocia con

et al® aumento de infecciones
pre y post-trasplante . . .
en el periodo intermedio
y tardio
Hipogammaglobulinemia
Nivel de en el post-trasplante se
Mufioz et al®® Trasplante cardiaco inmunoglobulinas asocia con aumento de

post-trasplante

diarrea por Clostridium
difficile

Kawut et al®

Trasplante pulmonar

Nivel de
inmunoglobulinas
post-trasplante

IgG < 400mg/dl se asocia
con mds neumonias en
el post-trasplante

Sarmiento et al®

Trasplante cardiaco

Nivel de IgG, C3, NK
en el post-trasplante

Nivel de 1IgG2, C3 y NK
bajos se asocian con
mayor riesgo de
infecciones

Fernandez-Ruiz
et al*®

Trasplante renal

Complemento prey
post-trasplante

Nivel de C3 bajo al
primer y sexto mes del
trasplante se asocia con
aumento de infecciones
en los meses siguientes

Fernandez-Ruiz
et al®

Trasplante hepatico

Replicacion del virus
herpes 6y 7 en el
post-trasplante

No se encontré una
asociacion entre la
replicacion del virus y
mayor riesgo de
infeccidn oportunista

1.8 Estudios previos sobre viremia de VEB y riesgo de infeccion en

portadores de trasplante de organo solido

En los ultimos afios se han publicado varios estudios intentando relacionar la
deteccidon de una reactivacién del VEB con replicacién en sangre periférica y el riesgo
de desarrollar infecciones en periodo post-trasplante (Tabla 9).

En el estudio de San-Juan et al., se incluyeron a 81 receptores de trasplante de
organo soélido que incluia trasplantes renales (65,4%), hepaticos (25,9%) y cardiacos
(8,7%), pero ninguno pulmonar. La deteccién del VEB se realizé6 de forma semanal
durante el primer mes, quincenalmente durante el segundo mes y mensualmente en
los cuatro siguientes meses. El seguimiento fue de aproximadamente 67 meses (9 - 76

meses). Aproximadamente el 72,0% de los receptores fueron seguidos durante 5 afios.
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Un total de 68 pacientes (84,0%) presentaron replicacién viral (principalmente en el
primer mes). En 40 pacientes (49,4%), la viremia persisti6 mas de un mes y en 35
pacientes (43,3%) las cargas virales de VEB fueron superiores a 1500 copias/ml. A lo
largo del seguimiento, 27 pacientes presentaron “eventos tardios asociados a
inmunosupresiéon” (definida como la suma de infeccidon oportunista, infeccion grave y
neoplasia): hubo 16 episodios de infeccién grave, 9 episodios de infeccidén oportunista
y 7 pacientes fueron diagnosticados de un tumor sdlido a lo largo del periodo post-
trasplante. El andlisis de regresion univariante y multivariante de Cox mostré que la
viremia persistente y las cargas virales mas altas se asociaban de forma significativa
con el sumatorio de eventos tardios (HR, 2,95; 95% IC, 1,23 - 7,1; P=0,015 y HR, 4,31;
95% IC, 1,8 - 10,8; P = 0,001, respectivamente). Estos pacientes presentaban un riesgo
cuatro veces superior de desarrollar complicaciones infecciosas y tumorales que los
pacientes sin cargas virales detectables. Los autores concluian que la monitorizacién
del VEB en los primeros meses tras el trasplante podria ser una herramienta muy util
para identificar a receptores de TOS con mayor riesgo de desarrollar infecciones
oportunistas, infecciones graves o neoplasias.

El estudio de Bamoulid et al.? incluyé a 383 pacientes portadores de trasplante renal
entre enero de 2002 y diciembre de 2010. Las cargas virales de VEB se midieron
quincenalmente en los primeros 3 meses y mensualmente en los siguientes 9 meses.
Un total de 73 pacientes (19,1%) presentaron viremia con una carga viral >1000
copias/ml a lo largo del primer afio post-trasplante y 23 (6,0%) presentaron una
viremia detectable durante mads de seis meses. Los autores observaron que el nimero
de infecciones oportunistas en los pacientes con reactivacion de VEB era superior que
en los pacientes sin reactivacion (HR, 3,03; 95% IC, 1,72 - 8,29; P = 0,01),
principalmente a expensas de infecciones por virus varicela-zdster (9 casos),
Pneumocystis jiroveci (6 casos) e infecciones por virus del grupo herpes (5 casos).
Receptores seronegativos para VEB y que recibian el injerto de un donante
seropositivo (discordancia VEB D+/R-) y la inducciéon con timoglobulina fueron factores
de riesgo para presentar replicacion de VEB en el primer afio post-trasplante. Ademas,
cuando se correlaciond la supervivencia del injerto con la presencia de replicacidn viral
de VEB, observaron que ésta era un factor de riesgo para pérdida del injerto (HR, 1,84;

95% IC, 1,11 - 6,22; P = 0,033). Los autores terminaban concluyendo que la
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reactivacion del VEB en trasplantados renales era un factor de riesgo para el desarrollo
de infecciones oportunistas y para la pérdida del injerto y que ésta era mas frecuente
en pacientes que recibian tratamiento inmunosupresor de induccién con timoglobulina
o que presentaban discordancia donante / receptor para VEB.

Sin embargo, en el estudio mas reciente de Morton et al.* no se han confirmado las
observaciones de los dos estudios previos. En este estudio se incluyé a 499 trasplantes
renales, en momentos muy variados del post-trasplante, que iba desde 1 mes hasta 33
afios. La deteccion del VEB se realizé trimestralmente durante 1 afio y el seguimiento
fue de 3 anos. Hasta 232 pacientes (46,0%) presentaron replicacion viral en algun
momento, principalmente entre los 20 y 25 afos post-trasplante. Los autores
observaron que la deteccién de VEB no se asociaba con una peor evolucién del injerto
(P =0,18) ni con un mayor riesgo de desarrollar infecciones oportunistas (infeccién por
Pneumocystis jiroveci [P = 0,40], infeccion oral por VHS [P = 0,58], VVZ [P = 0,97] o
tuberculosis pulmonar [P = 0,26]). Es posible que la inclusién de una cohorte de
pacientes en periodos tan diferentes del periodo post-trasplante (desde meses hasta
varios anos tras el trasplante), englobando distintas pautas de inmunosupresion, de
profilaxis infecciosa y de evolucidn del propio injerto, justifique los resultados
antagoénicos con los estudios de San-Juan et al.®> y de Bamoulid et al.?, que se han
centrado en el post-trasplante mas inmediato (entre 6 meses y 1 afio tras el
trasplante).

En resumen, hasta este momento, la monitorizacién de las cargas virales del VEB
hasta los 6 o 12 meses del post-trasplante parece de utilidad en identificar a
receptores de TOS con mayor riesgo de desarrollar complicaciones asociadas a un
exceso de inmunosupresion. Todos estos estudios se han centrado principalmente en
el trasplante renal.

En el caso del trasplante pulmonar todavia no se ha comunicado un estudio de

iguales caracteristicas. Este ha sido el objetivo principal de nuestro estudio.
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Tabla 9 - Estudios de VEB como marcador de inmunosupresiéon en TOS

. g Seguimiento .,
Autor Tipo de trasplante Monitorizacion VEB & . Conclusion
medio
Semanal el primer . . .
. Viremias persistentes y
53 trasplantes mes, quincenal el .
cargas virales altas del
San-Juan renales, segundo mesy 67 meses .
3 ‘o VEB se asocian con
et al 21 hepaticos, mensual en los cuatro . . .
: . infeccion oportunista,
7 cardiacos siguientes meses del .
grave y neoplasias
post-trasplante
Quincenalmente en La reactivacién del VEB
. los primeros 3 meses se asocia con
Bamoulid 383 trasplantes P . . .
) y mensualmente en No descrito infecciones
et al renales . . 4
los siguientes 9 meses oportunistas y pérdida
del post-trasplante del injerto
Trimestraimente No asociacién entre
Morton 499 trasplantes durante 1 afo 3 afios . .
4 VEB e infecciones
et al renales (post-trasplante entre .
~ oportunistas
1 mes vy 33 afios)
1.9 Otros virus del grupo herpes como marcadores subrogados de
inmunosupresion

Se han desarrollado varios trabajos de investigacién con un disefio similar al
presente estudio, intentando correlacionar la viremia post-trasplante de Virus Herpes
Humano tipo 6 (VHH-6) y de Virus Herpes Humano tipo 7 (VHH-7) en receptores de
trasplante hepatico con una peor evolucion a lo largo del post-trasplante, asi como su
potencial utilidad para el ajuste del tratamiento inmunosupresor.

En uno de estos estudios, liderado por DesJardinSg, se realizé un analisis
retrospectivo de 139 portadores de trasplante hepatico. Los receptores habian
participado en un estudio sobre CMV vy, utilizando las mismas muestras, se evalud la
evolucidn de los titulos de IgM e IgG para VHH-6 a lo largo del post-trasplante. Las
muestras se habian extraido a las 72 horas del trasplante, cada 2 semanas en los
primeros dos meses y posteriormente a los tres meses y al afio tras el trasplante. Se
definié como reactivacién un aumento de cuatro veces del titulo de IgG frente a VHH-
6, con o sin la presencia de IgM positiva, y la deteccion de IgM para VHH-6 en alguna
de las muestras. Un total de 87 de los 139 receptores (62,6%) presentaron reactivacion

por este virus. Sus autores no observaron una relacién entre la reactivacion del VHH-6
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y la infeccién por CMV, pero si con el desarrollo de enfermedad activa por CMV (P =
0,01). No se detectd una relacién estadisticamente significativa entre reactivacién por
VHH-6 e infeccidn fungica invasiva (P = 0,12).

En el estudio de Rogersgg, se detecté VHH-6 en 80 receptores de trasplante hepatico
en la segunda, tercera, cuarta y sexta semana tras el trasplante. Su autor no observé
una relacion estadisticamente significativa con infeccién primaria (P = 0,3) o
reactivacion por CMV (P = 0,45), aunque si detectd un aumento significativo de
infeccidn fangica invasora en pacientes con reactivacion del VHH-6 (32,0% vs 4,0%; P <
0,001).

Més recientemente, Fernandez-Ruiz et al.¥’, valord la presencia del VHH-6 y VHH-7 a
lo largo del post-trasplante como marcador de inmunosupresién y si su monitorizacion
permitia disminuir los “efectos adversos post-trasplante”, definidos como enfermedad
por VHH-6 y VHH-7 sintomatica, enfermedad por CMV, 10, SLPT, recurrencia grave de
VHC, rechazo agudo, retrasplante o muerte. Se incluyeron a 129 receptores de
trasplante hepatico, que se dividieron en dos grupos: un grupo (64 receptores) en que
se monitorizaron las cargas virales de ambos virus, y otro grupo (65 receptores) en que
no se realizd tal monitorizacidn. La inclusién fue 1:1, estando los grupos, segln su
autor, bien balanceados segun riesgo inmunolégico, terapia inmunosupresora de
induccion y de mantenimiento. Las cargas virales de VHH-6 y VHH-7 se detectaron por
PCR cuantitativa en sangre total al momento del trasplante y, a partir de ese
momento, semanalmente hasta la 122 semana. El equipo médico que acompanaba a
los receptores tenia posibilidad de reducir la inmunosupresién o de iniciar tratamiento
antiviral segun el nivel de las cargas virales. Un total de 650 muestras fueron recogidas
(mediana de 11 por receptor [IQR: 10 - 12]). 23 pacientes (35,9%) presentaron cargas
virales positivas para VHH-6, 21 receptores (32,8%) demostraron tener cargas virales
detectables de VHH-7 y 4 (6,3%) fueron positivos para VHH-6 y VHH-7 (3 casos de
forma consecutiva y 1 caso simultdineamente). En 15/23 pacientes y en 11/21
receptores se realizd una intervencion médica: reducir la inmunosupresién (11),
tratamiento antiviral (4) y ambos (11). Sus autores concluyeron que la reactivacion por
VHH-6 y VHH-7 fue frecuente en el primer afio del post-trasplante, siendo mayormente
asintomatica, pero que no existié un claro beneficio en tal monitorizacién. Analizando

la incidencia acumulada al afio, se diagnosticaron un mayor numero de casos de 10 en
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el grupo monitorizado que en el grupo no monitorizado (12,7% vs 3,1; P = 0,043), sin
existir un claro beneficio en la reduccién de “efectos adversos” entre los dos grupos
(58,7% vs 52,3%, P = 0,465). Ademas, la tasa de supervivencia libre de “efectos
adversos” al afio y a los cinco afios del trasplante no diferia significativamente entre el
grupo monitorizado y el no monitorizado (30,0% y 23,0% vs 42,0% y 30,0%,

respectivamente, log-rank test P = 0,473).
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2. Justificacion del estudio

Las infecciones cobran una especial importancia en el trasplante de pulmén. En el
primer afio post-trasplante son las principales responsables de la mortalidad y se
asocian de forma indirecta con los episodios de rechazo y de disfuncién del injerto.

En los ultimos afios se han desarrollado farmacos inmunosupresores cada vez mas
potentes, con mejor control del rechazo. Sin embargo, la mayor inmunosupresion
desarrollada por estos farmacos ha conllevado a un aumento de los episodios de
infecciones oportunistas y graves.

Las pautas de profilaxis infecciosa, aunque efectivas mientras se estén realizando,
han retrasado la aparicién de las infecciones oportunistas pero no las han conseguido
evitar del todo.

Asi que es importante tener marcadores fiables y sencillos a disposicién del clinico,
gue permitan conocer el estado neto del sistema inmunitario del receptor. Los
pacientes en riesgo de infeccién serian candidatos a una reduccién de la pauta
inmunosupresora, de un seguimiento estrecho en consultas externas o de un aumento
del tiempo de la profilaxis infecciosa.

Dado que el trasplante pulmonar es el TOS con mayor riesgo para desarrollar
infecciones, seria el trasplante que mas se podria beneficiar de estos marcadores.

Varios estudios recientemente publicados, aunque realizados en trasplantados
renales, han puesto de manifiesto que la presencia de replicaciéon del VEB en sangre
periférica a lo largo del post-trasplante se asociaba con un mayor riesgo de desarrollo
de infecciones y de mala evolucidn del injerto.

Consideramos importante confirmar las mismas observaciones en el caso del
trasplante pulmonar, razén por la cual hemos desarrollado este proyecto de

investigacion.
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3. Objetivos

1 - Estudiar la historia natural de VEB en el periodo post-trasplante de receptores de

trasplante pulmonar
2 - Validar si la deteccion de VEB en sangre periférica de pacientes sometidos a
trasplante pulmonar es un indicador precoz y fiable de un mayor riesgo de desarrollo

de infecciones en el periodo post-trasplante

3 - Valorar la relacién entre la deteccion de VEB en sangre periférica y el rechazo agudo

o croénico, asi como su relacién con la pérdida del injerto y muerte
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4. Material y Métodos

El presente estudio se ha realizado en el Hospital Universitario 12 de Octubre de
Madrid (adscrito a la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid).
Se trata de un hospital general con aproximadamente 1.360 camas, con servicios que
incluyen a multiples especialidades médicas y quirurgicas.

En 1976 se inici6 el programa de trasplante de drgano soélido que incluye
actualmente al trasplante renal, hepdtico, intestinal, pancredtico, cardiaco y, mas
recientemente, el trasplante pulmonar (en 2014, el Hospital Universitario 12 de
Octubre, fue el centro que presentd la cifra maxima tanto en donacidn, como del
ndmero total de trasplantes realizados en Espafia)’. Iniciado en 2008, hasta diciembre

de 2014 se habian realizado en este hospital 115 trasplantes pulmonares.

Tabla 10 - Centros que realizan trasplante pulmonar en Espafa y numero de
trasplantes realizados en los Ultimos 4 afios’

Comunidad
Hospital 2011 2012 2013 2014
Autonomica
Andalucia Hospital Reina Sofia 24 24 34 26
Cantabria H. Marqués Valdecilla 44 34 49 36
Catalufia H. Vall d"Hebron 49 66 69 67
Com. Valenciana H. La Fe 28 30 29 30
Galicia H.U. de A Corufia 36 35 42 26
H. Puerta de Hierro 32 30 37 47
Madrid H. La Paz Infantil 1
H. 12 de Octubre 17 18 25 30
Total 230 238 285 262

52



4.1 Pacientes y Diseno del Estudio

Para elaborar el estudio, se realizé un analisis retrospectivo de una cohorte de
pacientes del Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid sometidos a trasplante
pulmonar entre Octubre de 2008 y Diciembre de 2012. Para determinar la posible
relacién entre la presencia de VEB en sangre periférica y el desarrollo de infecciones,
se monitorizé de forma periddica las cargas virales de VEB en sangre periférica,
mientras que se iba realizando un seguimiento estrecho de los pacientes en consultas

externas y en la hospitalizacion.
Las variables clinicas se han recogido directamente de los informes clinicos de la

hospitalizacidén y de consultas externas. El seguimiento minimo fue de afio y medio o

hasta retrasplante o muerte.

4.2 Protocolo de Inmunosupresion y Profilaxis del Trasplante de Pulmoén

en el Hospital Universitario 12 de Octubre

En el Hospital Universitario 12 de Octubre, al igual que en otros centros que realizan
TOS, los protocolos de inmunosupresiéon y de profilaxis antibiética, antiviral y
antifungica estdn adaptados al tipo de drgano trasplantado y a las caracteristicas

clinicas y microbiolégicas pre-trasplante del donante y del receptor.

En el caso del trasplante pulmonar, en nuestro centro, la inmunosupresiéon
habitualmente se realiza con la combinacidon de un farmaco inductor seguido de un
tratamiento inmunosupresor de mantenimiento. Normalmente se utiliza una linea de
tres fdrmacos inmunosupresores.

El farmaco inductor utilizado en todos los trasplantados fue el basiliximab,
administrandose 20 mg iv en las primeras 6 horas tras el trasplante y 20 mg iv al 42 dia

del trasplante.
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Para el tratamiento inmunosupresor de mantenimiento se utilizé una combinacion
de corticoides (habitualmente metilprednisolona), al cual se afiadié un anti-
calcineurinico (tacrolimus o ciclosporina) y/o un inhibidor de la sintesis de los acidos
nucleicos (azatioprina o micofenolato mofetil).

La metilprednisolona se inicié con dosis elevadas, para progresivamente reducirse la
dosis administrada: 125 mg iv cada 8 horas el primer dia, 125 mg iv el segundo dia, 1
mg/kg iv el tercer y cuarto dia y 0,5 mg/kg desde el quinto dia, durante
aproximadamente tres meses, para posteriormente empezar a disminuir
progresivamente la dosis.

Segun el tipo de paciente, se eligié entre ciclosporina y tacrolimus: la ciclosporina se
administré inicialmente a dosis de 250 mg/12 horas hasta alcanzar en 48 horas una
dosis de 5 mg/kg/12 horas, ajustado a un nivel de 300 - 400 mg/ml en los primeros
meses tras el trasplante. No se administrd iv por su nefrotoxicidad. El tacrolimus se
inicié con una dosis de inicio de 1 mg/12 horas hasta alcanzar una dosis de 0,1 a 0,3
mg/kg/dia, buscandose un nivel valle de 10 - 15 ng/ml hasta el 62 mes y
posteriormente de 5 - 10 ng/ml.

El micofenolato mofetilo/acido micofendlico se inicié a 1 - 1,5 gr/12 horas desde la
salida del quirdéfano (rango entre 2 - 5 pg/ml), mientras que la azatioprina se
administré a 2 mg/kg al dia. Estaban contraindicados en caso de menos de 60.000
plaguetas o menos de 3.000 leucocitos por microlitro. En el caso de una cifra de
plaquetas entre 60.000 y 90.000 o de leucocitos entre 3.000 y 4.000 por microlito, se
redujo la dosis administrada a la mitad.

Los rechazos agudos sintomaticos o con deterioro funcional y/o radiolégico fueron
tratados con metilprednisolona a dosis de 10 a 15 mg/kg/dia, en dosis Unica, durante
tres dias consecutivos. En el cuarto dia se administré 1 mg/kg vy, en las siguientes dos
semanas, se fue progresivamente reduciendo la dosis hasta alcanzar los niveles de

corticoterapia previo al diagndstico del rechazo.

Para la prevencion del rechazo crénico se administrd azitromicina (250 mg tres
veces a la semana por via oral), que se inicié en todos los pacientes a partir del primer
mes del trasplante. Se mantuvo de forma indefinida, salvo aparicion de efectos

secundarios™.
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Los antibidticos pre-cirugia fueron elegidos segun las bacterias aisladas en esputos
pre-trasplante o en secreciones del donante o del receptor obtenidas durante la
cirugia.

En el caso de no existir aislamientos bacterianos previos al trasplante y el cultivo
obtenido durante la cirugia ha sido estéril, se administré amoxicilina-acido clavulanico,
(2 gr iv cada 8 horas durante 10 dias). Si se habia detectado colonizacién previa por
Pseudomonas spp. se pautd ceftazidima (2 gr iv cada 8 horas) o piperacilina-
tazobactam (4/0,5 gr iv cada 8 horas) o meropenem (1 gr iv cada 8 horas) acompafado
de ciprofloxacino (400 mg iv cada 12 horas). Tras la cirugia, en el caso de pacientes con
colonizacidn crdénica pre-transplante o en que el Pseudomonas presentara resistencia a
varios farmacos, se afiadio al tratamiento antibidtico iv, colistina (2 millones de U cada
8 horas) o tobramicina (300 mg cada 24 horas), ambas por via inhalada.

En el caso de aislarse cocos gram positivos, se inicié tratamiento con linezolid (600
mg iv cada 12 horas) hasta conocerse el resultado de los cultivos y de la sensibilidad de
las muestras. Ademads, en todos los pacientes, se inicid tratamiento empirico con
mupirocina topica (una aplicacién en ambas coanas cada 8 horas), que se mantuvo por
siete dias en casos de muestra nasal positiva para colonizacion por Staphylococcus

aureus.

Todos los receptores seropositivos para CMV (R+) o receptores seronegativos para
CMV (R-), con donante seropositivos para CMV (D+) o seronegativos para CMV (D-)
recibieron profilaxis universal con ganciclovir iv (5 mg/kg/dia) seguido de valganciclovir
(900 mg cada 24 horas), desde el primer dia hasta los seis meses post-trasplante. En el
caso de la administracion de corticoides en bolus o de globulinas antilinfociticas, se
reinicio el tratamiento profilactico durante uno a tres meses mas. Los pacientes D+/R-,
con un riesgo elevado de infeccion por CMV, ademds de ganciclovir o valganciclovir,
recibieron gammaglobulina especifica anti-CMV a dosis de 200 mg/Kg cada 48 horas en
la primera semana del trasplante, seguido de una dosis semanal hasta el alta,
qguincenal el primer mes y mensualmente hasta completar un ano tras el trasplante. El
ganciclovir o valganciclovir, si no han existido efectos secundarios, se han extendido
hasta el afio del post-trasplante. Los pacientes D-/R-, con riesgo bajo de infeccion por

CMV, recibieron profilaxis anti-virica con aciclovir 400 mg cada 12 horas durante 3
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meses Yy, al trasplante, solamente se transfundieron hemoderivados de pacientes
serolégicamente negativos, utilizandose ademas filtros leucocitarios.

Tras la suspension de la profilaxis universal se monitorizo la antigenemia para CMV
(pp65) y la carga virica mediante PCR del CMV en sangre periférica. La monitorizacion,
durante el primer mes de suspension de profilaxis se realizd6 quincenalmente, para
posteriormente hacerse de forma mensual hasta el 122 mes tras el trasplante. A partir
de esa fecha se realizé de forma bimensual o en cada visita programada. En receptores
D+/R- se reinicid el tratamiento antivirico siempre que se demostrd evidencia de
replicacion o antigenemia positiva, mientras que en el caso de pacientes D+-/R+ se
pauté tratamiento antivirico siempre que se demostrd antigenemia positiva o PCR
superior a 2000 copias por ml. El tratamiento se realizé con valganciclovir (900 mg vo
cada 12 horas) o ganciclovir (5 mg/Kg iv cada 12 horas) ajustadas a funcién renal,
monitorizandose, a lo largo del tratamiento, la posibilidad de toxicidad sobre la médula

Osea.

Como profilaxis antifungica todos los pacientes recibieron anfotericina liposomal
nebulizada desde el primer dia del trasplante a dosis de 6cc (25 mg) tres veces por
semana el primer mes o hasta la curacion de la sutura bronquial. Posteriormente, se
realizé la profilaxis una vez a la semana entre el segundo y el sexto mes y una vez cada
15 dias a partir del sexto mes.

Los pacientes que presentaron colonizacién por Aspergillus spp. en cualquier
momento del trasplante, ademds del tratamiento nebulizado, recibieron voriconazol
(200 mg cada 12 horas vo).

En el caso del aislamiento de Candida en muestras respiratorias del donante o del
receptor en el post-trasplante inmediato se inicié tratamiento con una equinocandina
y se repitio la fibrobroncoscopia en 48 - 72 horas. Si en esta nueva fibrobroncoscopia
no se detectaron signos de infeccidn activa de las suturas bronquiales y en el cultivo de
las secreciones respiratorias no se aislé Candida, se suspendié el tratamiento con la
equinocandina. Si persistia el aislamiento de Candida se mantuvo el tratamiento con la
equinocandina durante 10 - 15 dias y se realizdé una nueva fibrobroncoscopia. Si en la
nueva fibrobroncoscopia no se detectaron signos de infeccidén activa de las suturas

bronquiales y en el cultivo de las secreciones respiratorias no se aislé Candida, se
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suspendio el tratamiento con equinocandina. Si de nuevo se mantenia el aislamiento
de Candida o se observaban signos sugestivos de infeccién de la sutura bronquial, se
cambié el tratamiento por fluconazol de manera prolongada (al menos hasta la

cicatrizacion de las suturas).

Los candidatos a trasplante pulmonar que presentaron un resultado positivo de la
prueba de tuberculina (Mantoux), que no habian recibido tratamiento antituberculoso
previamente y una vez descartada la enfermedad activa, realizaron tratamiento de
infeccion latente con isoniacida mas vitamina B6 (300 mg al dia durante 6 meses), o

una pauta alternativa de 3 meses con isoniacida mas rifampicina.

Todos los portadores de trasplante de pulmén también recibieron profilaxis para
Pneumocystis jiroveci de por vida con cotrimoxazol, un comprimido (800/160 mg) tres
veces a la semana. Se asumiod que esta profilaxis con cotrimoxazol protegia también al
paciente frente a la infeccidon activa por Toxoplasma gondii. Los pacientes con
serologia pre-trasplante negativa para T. gondii fueron advertidos sobre la importancia
de evitar el contacto con los gatos, utilizar agua con lejia para lavar verduras y evitar

carnes poco cocinadas.

4.3 Monitorizacion del VEB

La monitorizacién del VEB se inici6 al tercer mes post-trasplante. Las extracciones se
realizaron de forma trimestral a lo largo de todo el periodo post-trasplante (Figura 12).
Se definio como “viremia detectable” la presencia de cualquier copia VEB. “Viremia
persistente” se definid por la presencia de cargas virales detectables en dos muestras

consecutivas.
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Figura 12 - Monitorizacién del VEB a lo largo del post-trasplante

Carga viral del VEB

Carga viral del VEB

Carga viral del VEB

Carga viral del VEB

Seguimiento prospective a |o largo de todo el post-trasplante

La medicidn de las cargas virales de VEB se ha realizado trimestralmente a lo largo de todo
el post-trasplante

4.4 Técnica de PCR para deteccion de VEB

Para realizar esta técnica se necesita, en una primera fase, la extraccién del ADN
del VEB para, en una segunda fase, amplificarlo.

Para la primera fase, se utiliza un sistema comercial y semiautomatizado de
extraccién de acidos nucleicos (NucliSENS® easyMAG®, bioMérieux, Marcy ['Etoile,
Francia). Tras iniciar el sistema, se programa el easyMAG®, seleccionando el protocolo
de “extraccidon con lisis externa”. Se cargan las cubetas en el sistema vy, tras dispensar
el tampdn de lisis, se pipetean 200 uL de sangre del paciente en cada pocillo, sin
mezclar. Posteriormente, se prepara la “mezcla silice-control interno”: por cada
muestra se mezclan 10 pL de calibrador interno y 140 uL de silice. Finalmente se
procede a adicionar la mezcla silice-calibrador a la cubeta con muestra: se adicionan
150 pL a cada uno de los pocillos de cada cubeta, homogeneizandose. El sistema
realiza la incubacidn, lavado, elucidn y la separacién de las particulas del tampdn de
elucion.

La técnica de amplificacién esta basada en el uso de tecnologia de PCR en tiempo

real utilizando sondas Tagman® (EBV R-gene Quantification Kit®, Argene, Varilhes,
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France). El ensayo tiene un rango dindmico capaz de cuantificar entre 50 a 10’
copias/mL de VEB. El gen ampliado se corresponde con el gen BXLF1 que codifica para
la timidina kinasa. Las mezclas de amplificacién contienen los dNTPs, el tampdn de
amplificacion, la Taq Polimerasa, primers y sondas especificas para la amplificacion del
control interno y del VEB. El kit EBV R-gene incluye un control positivo de sensibilidad
(SC) que contiene 500 copias de VEB/ml, un control interno que permite monitorizar la
extraccidon y verificar la presencia de inhibidores de la amplificaciéon y una gama 4
estandares (QS1, QS2, QS3 y QS4), cuya cuantificacién estd comprendida entre 10.000
y 10 copias/ul, lo que permite trazar una curva estandar a partir de la cual seran
cuantificadas las muestras sometidas a estudio.

Para proceder a la amplificacidn, se pipetean en cada pocillo 15 ulL de la pre-mezcla
de amplificacién, a la que se afade 10 uL de cada estandar (del QS4 al QS1) o 10 pL del
control negativo, control positivo o eluidos de las muestras problema. Se centrifugan

los tubos y se trasladan al termociclador donde se realiza la amplificacion.

Tabla 11 - Programa de la amplificacion

Etapas Duracién Temperatura Ciclos
Activacién de la Tag Polimerasa 15 minutos 95°C 1
Desnaturalizacion 10 segundos 95°C
Amplificacién 45
Hibridacidn
- 40 segundos 60°C
Elongacién

El andlisis de los resultados obtenidos se realiza en LIGHTCYCLER® 480 (System II)

(Roche).

4.5 Definiciones del estudio

“Neumonia adquirida en la comunidad” (NAC) fue definida, segun criterio
utilizados en estudios previamente publicadosgl, como la presencia de un infiltrado en
la radiografia toracica mas uno o mas de los siguientes criterios: fiebre (temperatura

igual o superior a 38,0°C) o hipotermia (temperatura igual o inferior a 35,0°C),
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aparicién de tos con o sin produccion de esputo, dolor toracico pleuritico, disnea y
sonidos respiratorios patoldgicos en la auscultaciéon. Se definié “neumonia
nosocomial” (NN) como cualquier neumonia que ocurrid tras 48 horas o mas horas del
ingresogz. “Neumonia asociada a ventilacion mecanica” (NAVM) se definié como toda
neumonia que se presentd tras mas de 48 a 72 horas después de la intubacién
endotraqueal. Se defini6 como “neumonia bacteriana” como todos los casos con
infiltrado en la radiografia de térax, que han respondido a tratamiento antibidtico y
que sus médicos lo han considerado como tal, pese ausencia de una filiacién

microbioldgica definitiva.

Se consideré como “infeccion oportunista” (I0) toda aquella producida por
bacterias principalmente intracelulares (micobacterias, Nocardia spp., Legionella spp. y
Listeria monocytogenes), virus herpes (CMV, VHS, VVZ y el sindrome linfoproliferativo
post-trasplante secundario a VEB), levaduras (Candida spp. y Criptococcus spp.),
hongos (Pneumocystis jiroveci, Aspergillus spp. y Mucor spp.) y parasitos (Toxoplasma
gondii y Leishmania spp.). Para el diagndstico de infeccidn tuberculosa fue necesario el
aislamiento de Mycobacterium tuberculosis o la identificacion del ADN de M.
tuberculosis por PCR en una muestra clinica. Se definié “enfermedad por CMV”
(sindrome viral o enfermedad de érgano diana), como la demonstracién de replicacion
viral por antigenemia de CMV (pp65) o por PCR de CMV, y la presencia de uno o mas
de estos sintomas: fiebre, leucopenia, linfocitosis atipica, trombocitopenia, infiltrados
pulmonares, diarrea y elevacidn de transaminasas dos veces por encima del limite
superior de normalidad®. Los criterios de la EORTC/MSG fueron utilizados para definir
“enfermedad fungica invasiva”. Solamente se han incluido casos de infeccion fungica

definidos como “probables” o “probados”*®.

Se consideré como “terapia inmunosupresora pre-trasplante”, el empleo de
corticoides (prednisona en dosis igual o superior a 5 mg al dia durante mas de 2
semanas) u otros farmacos inmunosupresores (rituximab o ciclofosfamida) en los 6

meses previos al trasplante.
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4.6 Definicion de disfuncion cronica del injerto pulmonar

Se definié “disfuncidon crénica injerto pulmonar” (DCIP) y sus diversos fenotipos
(bronquiolitis obliterante [BO], BOS y sindrome restrictivo del injerto [RAS]) segun

997 se definié DCIP como un declive del volumen

criterios comunmente aceptados
maximo espirado en el primer segundo (FEV1) <80% del mejor valor alcanzado
después del trasplante, siempre que se hayan descartado causas alternativas, es decir,
infeccion, distension del pulmdn nativo y estenosis de la via aérea. BO fue definido por
la demostraciéon histoldgica, en una muestra representativa, de tejido de fibrosis
hialina eosinofilica en la submucosa y bronquiolos respiratorios, ocluyendo la luz, con
fragmentacion de musculo liso y eldstica de la via aérea. BOS fue definido por los
siguientes criterios: obstruccién del flujo aéreo (FEV1 <80%) sin cambios significativos
en la capacidad pulmonar total (CPT) acompafiados por resultados sugestivos
(dilatacion bronquial, atrapamiento de aire y patron de atenuacidon mosaico) en una
tomografia computarizada (TC) tordcica. RAS fue definido por los siguientes criterios:
presencia de fibrosis con patrén reticular en vértices pulmonares y engrosamiento
pleural en una TC tordcica; caida del FEV1 y el CPT <80% y <90% del maximo
previamente alcanzado, respectivamente; demostracion en una muestra
representativa de tejido pulmonar de fibrosis intersticial, alveolar y pleural,
acompafiada o no por el dano histolégico tipico de BO; infiltracidon

predominantemente periférica de miofibroblastos y fibroblastos activados.

4.7 Estudio Estadistico

Las variables continuas se describieron en forma de media (si presentaban una
distribucién normal) o como mediana (en los casos de presentar una distribucidon no
normal). Las variables cualitativas se presentaron como porcentajes. La prueba t de
Student se utilizé para comparar variables continuas con distribuciéon paramétrica,
mientras que la prueba U de Mann-Whitney se utilizé para comparar variables

continuas no paramétricas. Chi-cuadrado o test exacto de Fisher se utilizaron para
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comparar variables cualitativas. Modelos de regresion de Cox univariante y
multivariante se utilizaron para evaluar la asociacidon entre la replicacién de VEB y la
aparicidon de 10 tardia y de DCIP. Algunas variables relevantes que no alcanzaron
significacion estadistica en el analisis univariante, también fueron incluidas en los
modelos multivariantes con el fin de evaluar su efecto. Los resultados se expresaron
como Hazard ratio (HR) con intervalos de confianza (IC) del 95%. La comparacién entre
grupos se realizé con el test de los rangos logaritmicos (log-rank test). Se considerd
como significativo una P < 0,05.

Para realizar el estudio estadistico se utilizé el programa SPSS v. 20 (Statistical
Package for the Social Sciences Inc., Chicago, IL) y EPIDAT v. 3.1 (Conselleria de
Sanidade, Xunta de Galicia, Spain), mientras que los graficos se crearon en el programa

Prism v. 6.0 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA).
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5. Resultados

5.1 Caracteristicas de la cohorte de pacientes

Entre Octubre de 2008 y Mayo de 2013 se realizaron 68 trasplantes pulmonares en

el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid. En el estudio se ha podido incluir a

63 trasplantados pulmonares (92,6%). Las causas de exclusiéon de los cinco pacientes
restantes fueron:

- Un paciente fallecid durante la intervencién quirdrgica del propio

trasplante;

- Tres pacientes fallecieron antes de los tres meses posteriores al

trasplante;

- Un paciente fallecié a los 8 meses del trasplante, pero no se habian

extraido muestras para determinacion de carga viral de VEB.
De los 63 pacientes incluidos habia 38 varones y 25 mujeres, con una edad media
de 53,7 afos (rango 15 a 70 aios, desviacién estandar 12,8 afos). Las enfermedades

gue conllevaron al trasplante se sefialan en la Tabla 12:

Tabla 12 - Enfermedad pulmonar pre-trasplante

Enfermedad Frecuencia Porcentaje
Fibrosis quistica 4 6,3%
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdnica 28 44,4%
Hipertension Pulmonar Primaria 7 11,1%
Fibrosis Pulmonar Idiopatica 17 27,0%

Déficit alfa 1 anti-tripsina 2 3,2%
Histiocitosis X 1 1,6%
EPID no filiada 1 1,6%

1

1

1

Neumonia Alveolar Descamativa 1,6%

Linfangioleiomiomatosis 1,6%

EPID 22 a Polimiositis Inflamatoria Idiopatica 1,6%

Total 63 100%
EPID: Enfermedad pulmonar intersticial difusa
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En relacién con el tipo de trasplante, éste fue:

- Unipulmonar: 25 receptores (39,7%);

- Bipulmonar: 38 receptores (60,3%).

Respecto de la colonizacion pre-trasplante:

- Colonizacién por Pseudomonas: 7 receptores (11,1%);

- Colonizacidn por Staphylococcus aureus oxacilina-resistente (SAOR):

3 receptores (4,8%);

- Colonizacién por Aspergillus: 3 receptores (4,8%).

Tabla 13 - Otras comorbilidades previas al trasplante

Enfermedad Frecuencia Porcentaje
Diabetes Mellitus 5 7,9%
Cardiopatia crénica® 14 22,2%
Hepatopatia crénica® 1 1,6%
Enfermedad arterial periférica 0 0,0%

Ingreso en UCI en los 3 meses previos 2 3,2%
Trasplante previo 0 0,0%
Tratamiento inmunosupresor 14 22,2%

®Seis receptores con dilatacion y disfuncién ventriculo derecho, seis receptores con

cardiopatia isquémica silente, tratadas con stent, dos receptores diagnosticados de

arritmia supraventricular

®Receptor diagnosticado de cirrosis biliar por fibrosis quistica

De las serologias y prueba de Mantoux pre-trasplante cabe destacar:

- CMV: 58 receptores seropositivos (92,1%), 4 donantes
seropositivos/receptores  seronegativos (6,3%), 1 donante

seronegativo/receptor seronegativo (1,6%);
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- VEB: 61 receptores IgG anti-EBNA positivos (96,8%), uno IgG anti-

EBNA negativo (1,6%), uno no realizado previo al trasplante (1,6%);

- Mantoux: negativo en 44 receptores (69,8%), positivo en 18 (28,6%),

no consta en 1 receptor (1,6%).

Tabla 14 - Tratamiento inmunosupresor utilizado al alta del trasplante

Tratamiento inmunosupresor Frecuencia Porcentaje
Tratamiento de induccion
Basiliximab 63 100%
Tratamiento inmunosupresor de mantenimiento®
Esteroides” 63 100%
Tacrolimus a7 74,6%
Ciclosporina 16 25,4%
Micofenolato mofetilo / Acido micofendlico 42 66,7%
Azatioprina 20 31,7%
®Un paciente no ha tolerado una tercera linea de inmunosupresidn por toxicidad medular
®Dosis media 28 mg + 8,5 (rango 5 - 50)

Tabla 15 - Respecto a las complicaciones post-trasplante

Complicaciones post-trasplante

Frecuencia

Porcentaje

Reintubacion precoz tras extubacion

Reintervencidn quirurgica en los primeros siete dias
Lobectomia inferior dcha por fistula persistente
Hemotdrax con anemizacién grave
Perforacion de diverticulo intestinal

Reintervencion entre la primera semanay el primer mes
Perforacion coldnica
Segmentectomias atipicas por fuga aérea persistente

10

P R NR WRWO

15,9%
7,9%

3,2%

Seguimiento medio de 1.086 dias (IQR: 724 - 1615), con un seguimiento total de

74.010 dias de trasplante.
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5.2 Complicaciones infecciosas

Se diagnosticaron un total de 110 episodios infecciosos. De éstos, 47 fueron de

etiologia bacteriana, 41 virica, 21 fungica y 1 por parasitos (tablas 16, 17, 18 y 19).

Un total de 32 cumplian criterios de 10 (29,1%): una infeccién diseminada por
Mycobacterium tuberculosis complex, una infeccién pulmonar por Nocardia
transvalensis, once casos de enfermedad por CMV, nueve episodios de reactivacion de
VVZ, una neumonitis por VHS, tres casos aspergilosis pulmonar invasiva, una esofagitis
por Candida, un caso de bronquiolitis por Scedosporium spp., un episodio de infeccién
pulmonar por Mucor spp., un episodio de leishmaniasis diseminada, un episodio de
SLPT por VEB y un caso de sindrome de mononucleosis infecciosa-like con cargas
virales por VEB muy elevadas y que ha requerido Rituximab para su tratamiento y

prevencion de un futuro SLPT.

5.2.1 Infecciones bacterianas a lo largo del post-trasplante

A lo largo del seguimiento, se han diagnosticado un total de 47 infecciones

bacterianas.

La neumonia fue la forma de presentacion mas frecuente de las infecciones
bacterianas. En total, se han diagnosticado 20 neumonias (42,6% de todas las

infecciones bacterianas).

La bacteria responsable del mayor numero de infecciones bacterianas fue
Pseudomonas aeruginosa (31,9%). Fue ademas el principal patégeno aislado en casos
de neumonia (45,0% de las neumonias diagnosticadas fueron secundarias a infecciones

por P. aeruginosa).
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Sin embargo, en el 35,0% de las neumonias bacterianas no se ha podido aislar el
microorganismo responsable.
Staphylococcus spp. fueron las bacterias mas frecuentes tras P. aeruginosa. Fueron

responsables del 10,6% de las infecciones diagnosticadas como de origen bacteriano.

A lo largo del seguimiento, se diagnosticaron dos infecciones que cumplian criterios

de infeccion oportunista: una infecciéon diseminada por Mycobacterium tuberculosis

complex y una infeccidn pulmonar por Nocardia transvalensis.

Tabla 16 - Episodios de infeccidén bacteriana

Numero episodios Forma de presentacion

Bacteria aislada n (%) n (%)

Neumonia: 9 (60,0)
Pseudomonas aeruginosa® 15(31,9) Empiema: 1 (6,7)

Bronquitis aguda: 5 (33,3)

Mycobacterium tuberculosis 1(2,1) Tuberculosis diseminada:
complex ! 1(100)

Pielonefritis aguda:

Escherichia coli 2(4,3) 1(50,0)

Diverticulitis: 1 (50,0)

Bacteriemia secundaria a
infeccidon de catéter
venoso: 1 (33,3)

Enterobacter spp. 3(6,4) Neumonia: 1 (33,3)

Pielonefritis aguda:
1(33,3)

Klebsiella spp.

o 1(2,1) Bacteriemia: 1 (100)
multirresistente
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Clostridium difficile 2(4,3) Diarrea: 2 (100)

Ndédulos pulmonares:

Nocardia transvalensis 1(2,1) 1(100)

Staphylococcus aureus® 2(4,3) Bronquitis: 2 (100)

Bacteriemia secundaria a
Staphylococcus coagulasa negativo® 3(6,4) infeccion de catéter
venoso: 3 (100)

Neumonia: 1 (50,0)

Stenotrophomonas maltophilia 2(4,3)
Bronquitis: 1 (50,0)
Perforacion coldnica:
Enterococcus® spp. 2(4,3) 1(50,0)
Bacteriemia: 1 (50,0)
Neumonia: 2 (66,7)
Burkholderia® spp. 3 (6,4)
Traqueitis: 1 (33,3)
Neumonia: 7 (70,0)
No filiado 10 (21,3) Colecistitis aguda: 2 (20,0)
Celulitis: 1 (10,0)
Total episodios [n (%)] 47 (100) 47 (100)

®1 caso de P. aeruginosa multirresistente

®1 caso de S. aureus oxacilina-sensible y 1 caso de S. aureus oxacilina-resistente
“Todos oxacilina-resistentes

91 caso de E. faecalis y 1 de E. faecium

2 neumonias por B. cenocepacia y 1 episodio de traqueitis por B. cepacia




5.2.2 Infecciones viricas a lo largo del post-trasplante

A lo largo del seguimiento, se detectaron 61 episodios de replicacién viral por CMV.
50 casos se diagnosticaron como “viremia asintomatica” (82,0%), mientras que 11

casos fueron catalogados como “enfermedad organica por CMV” (18,0%) (Tabla 17).
Excepto en un caso, todos los episodios de enfermedad se han detectado tras los
seis meses del post-trasplante, con una mediana 386 dias (rango intercuartilico [IQR]:

246 - 439).

Tabla 17 - Caracteristicas de los episodios de enfermedad por CMV

Forma de presentacidon de la enfermedad por Numero de
CMV [n (%)] receptores [n (%)]
Sindrome viral 7 (63,6)
Enfermedad de érgano diana® 4 (36,4)

Total episodios 11 (100)

®Dos receptores fueron diagnosticados de “colitis por CMV”, mientras
que dos fueron diagnosticados de “neumonitis por CMV”

También se han diagnosticado un total de 30 episodios de infeccidén producidas por
virus distintos a CMV. El virus de la gripe y los otros virus respiratorios fueron
responsables del mayor nimero de infecciones (17 episodios [56,7%]), seguidos de

reactivaciones de VVZ (9 episodios [30,0%)]).

Tabla 18 - Enfermedades producidas por virus distintos de CMV

Virus responsable Numero episodios Forma de presentacion
n (%) n (%)

SLPT: 1 (50,0)
VEB 2(6,7)
MiI-like: 1 (50,0)
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Bronquitis aguda: 4 (80,0)
Virus de la gripe 5(16,7)
Neumonia: 1 (20,0)
Bronquitis aguda: 5 (71,4)
VRS 7(23,3)
Neumonia: 2 (28,6)
Parainfluenza 4 (13,3) Bronquitis aguda: 4 (100)
\AV/4 9 (30,0) Herpes zéster®: 9 (100)
Coronavirus humano NL63 1(3,3) Neumonia: 1 (100)
Virus hepatitis B 1(3,3) Primo-infeccién: 1 (100)
VHS 1(3,3) Neumonitis: 1 (100)
Total episodios [n (%)] 30 (100) 30 (100)
VEB: Virus Epstein-Barr; VRS: Virus respiratorio sincitial; VVZ: Virus varicela-zéster;
VHS: Virus herpes simple; SLPT: Sindrome linfoproliferativo post-trasplante; Ml:
Mononucleosis infecciosa.
®Un caso de VVZ diseminado que ha requerido ingreso hospitalario para tratamiento y
ocho monometaméricos.

En total, 23 infecciones viricas cumplian criterios de 10.

5.2.3 Infecciones fungicas a lo largo del post-trasplante

A lo largo del post-trasplante, se diagnosticaron un total de 21 infecciones
producidas por hongos (10 casos en el primer mes, 6 episodios entre el primer y el
sexto mes y 5 episodios pasado el sexto mes), con una mediana 34 dias (IQR: 14 -
179,5). Dos pacientes presentaron mas de un episodio a lo largo de su seguimiento.

Aspergillus spp. fue el patdgeno responsable del mayor niumero de infecciones

fungicas (42,9%).
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Tabla 19 - Etiologia y forma de presentacién de infecciones fungicas

Hongo aislado Numero episodios Forma de presentacion
n (%) n (%)
Infeccion de suturas bronquiales:
3 (60,0)
Candida spp. >(23.8) Afectacion orofaringea: 1 (20,0)
Esofagitis: 1 (20,0)
Traqueobronquitis: 6 (66,7)
Aspergillus spp. 2(42,9) Aspergilosis pulmonar invasiva:
3(33,3)
Infeccion de suturas bronquiales:
1(50,0)
Scedosporium spp. 2(9,5)
Pulmonar invasiva : 1 (50,0)
. . Infeccidn de suturas bronquiales:
Rhinocladiella spp. 1(3,5) 1(100)
Mucor spp. 1(3,5) Nodulos pulmonares: 1 (100)
Neumonia: 1 (33,3)
No filiado® 3(16,7) Traqueobronquitis: 1 (33,3)
Nddulos pulmonares: 1 (33,3)
Total episodios [n (%)] 21 (100) 21 (100)
®Un paciente se diagnosticé en la autopsia al visualizarse estructuras fungicas en el
pulmédn, un paciente presenté nddulos pulmonares que mejoraron con tratamiento
antifungico, pero sin filiacion microbiolégica y un receptor presentd una imagen
broncoscdpica compatible con infeccién fungica y buena respuesta al tratamiento
antifungico, pero sin aislamiento microbioldgico.

De estas 21 infecciones, 6 episodios cumplieron criterios de infeccion fungica

invasora probada o probable.
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5.2.4 Infecciones por parasitos a lo largo del post-trasplante

Un receptor fue diagnosticado de leishmaniasis visceral a los diez meses del post-

trasplante.

5.3 Episodios de rechazo agudo y rechazo crénico

Treinta y nueve pacientes (61,9%) desarrollaron un total de 61 episodios de rechazo
agudo, incluyendo 22 episodios tratados empiricamente sobre la Unica base de
sintomas clinicos o disminucién de la funcién pulmonar sin confirmacién histoldgica. El
intervalo promedio entre el trasplante pulmonar y el primer episodio de rechazo
agudo fue 62 dias (IQR: 24 - 116). El tratamiento para el rechazo consistié en bolos de
esteroides (54 episodios), incremento de la inmunosupresién (6 episodios),
plasmaféresis mas administracion de inmunoglobulinas policlonales (un episodio),
solos o en régimen de combinacién. En cinco episodios no se realizd ningun
tratamiento especifico del episodio de rechazo, dado que el paciente estaba
asintomatico y la biopsia era compatible con un rechazo 1A, diciéndose en ese

momento realizar un control evolutivo.

Tabla 20 - Numero total de episodios de rechazo agudo diagnosticados a lo largo del
post-trasplante

Numero de episodios Numero de receptores Porcentaje
0 24 38,1%

1 21 33,3%

2 14 22,2%

3 4 6,3%

Total 63 100%

Tabla 21 - Pauta de tratamiento inicial utilizada para el rechazo agudo

Tratamiento pautado Frecuencia Porcentaje
Bolus de esteroides 54 81,8%
Aumento de la inmunosupresion 6 9,1%
Plasmaféresis e inmunoglobulinas 1 1,5%

No tratado 5 7,6%

Total 66 100%
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Veinte pacientes (31,7%) fueron diagnosticados de DCIP después de un intervalo
mediano desde el trasplante de 630,5 dias (IQR: 371,25 - 1070): dieciocho fueron

diagnosticado como BOS y dos como RAS.

Tabla 22 - Tratamiento inicial pautado al diagndstico de rechazo crénico

Tratamiento pautado Frecuencia Porcentaje
Bolus de esteroides 7 29,2%
Aumento/cambio de la inmuno- 14 58,3%
supresion

Timoglobulina 2 8,3%

No tratado 1 4,2%

Total 24 100%

5.4 Enfermedad neoplasica a lo largo del seguimiento

Tres pacientes (4,8%) fueron diagnosticados de enfermedad neoplasica de novo,
incluyendo dos tumores sélidos (carcinoma de células renales y adenocarcinoma de
prdstata con metdstasis dseas) y uno de SLPT en relacion con VEB (linfoma de células
B).

Todos los casos de cancer de novo fueron diagnosticados pasado el sexto mes del

post-trasplante.

5.5 Supervivencia a lo largo del post-trasplante

La mortalidad global fue del 17,5% (11 pacientes murieron después de un intervalo
mediano desde el trasplante de 676 dias [IQR: 270 - 1126]). La supervivencia al primer,
tercer y quinto afo del post-trasplante fue de 88,0%, 80,0% y 74,0%, respectivamente.
Las causas mas comunes de muerte fueron infeccidon (6 casos) y la disfuncién del
injerto (3 casos). Las 6 causas infecciosas fueron a) bronconeumonia por hongo
filamentoso, b) neumonia bacteriana por un microorganismo no filiado, c) bacteriemia
por Klebsiella spp. multirresistente, d) B. cenocepacia diseminada, e) leishmaniasis
diseminada y f) sindrome de distrés respiratorio del adulto en el seno de una infeccién

pulmonar por Coronavirus.
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5.6 Evolucion de las cargas virales de VEB a lo largo del post-trasplante

Se evalué la presencia de VEB en un total de 493 muestras de sangre, con un
promedio de 8 muestras (IQR: 5 - 11) por paciente. El intervalo promedio entre dos
puntos consecutivos de monitorizacién de cargas virales de VEB fue dias 99,5 (IQR:
65,5 - 181,3). La mediana de muestras obtenidas por paciente durante los primeros 3,
6 y 12 meses post-trasplante fue de 1 (IQR: 1 - 2), 2 (IQR: 1 - 3) y 4 muestras (IQR: 3 -

4,25), respectivamente.

Se detectaron cargas virales de VEB en 30 pacientes (47,6%). La mediana de tiempo
transcurrido entre el trasplante y la primera carga viral detectable fue de 167,5 dias

(IQR: 100,5 - 481).

La mediana de la maxima carga viral fue de 2,92 log10 copias/ml (IQR: 2,45 - 3,40).
La tasa de VEB detectable (cualquier carga viral) entre pacientes con al menos una
muestra disponible a lo largo de cada periodo post-trasplante aumenté de 16,7%
(6/36) a 33,9% (21/62) entre los tres y los doce meses respectivamente (P de la prueba
de McNemar = 0,031) (Figura 13). El paciente EBNA-seronegativo al trasplante
seroconvertié en el mes once y posteriormente fue diagnosticado de una enfermedad
linfoproliferativa monomarfica de células B.

Se detectd viremia persistente (deteccion de VEB en al menos dos muestras
consecutivas) durante los primeras 6 y 12 meses en 3,4% (2/59) y 9,7% (6/62) de los

pacientes, respectivamente.

No se encontraron diferencias significativas entre pacientes con y sin viremia por
VEB en cuanto a edad, género, tipo de trasplante o de estado seroldgico para CMV en

el momento del trasplante (tabla 23).
Los pacientes con diagndstico de enfermedad cardiaca crénica pre-trasplante

fueron menos propensos a tener viremia detectable (10,0% [3/30] frente al 33,3%

[11/33]; P = 0,026). Los pacientes con hipertension arterial pulmonar primaria como
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enfermedad subyacente que condujo al trasplante también presentaron menos

viremia detectable (0,0% [0/30] contra 21,2% [7/33]; P = 0,005).

Con respecto a la inmunosupresién inicial, los pacientes que recibieron un régimen
qgue contenia azatioprina presentaron tasas mas altas de VEB detectable (46,7%
[14/30] versus 18,2% [6/33]; P = 0,015), mientras que el uso de micofenolato mofetilo
o acido micofendlico (MMF/MPA) demostré el efecto contrario (53,3% [16/30] versus
78,8% [26/33]; P = 0,032). Sin embargo, cabe sefialar que la azatioprina fue sustituida
progresivamente por MMF/MPA como farmaco inmunosupresor de eleccién a lo largo
del periodo de inclusidon de los pacientes. Por lo tanto, los pacientes tratados con
azatioprina tuvieron un seguimiento mas largo y por lo tanto un mayor nimero de
muestras extraidas en comparacién con los tratados con MMF/MPA (mediana: 11
versus 6; P < 0,001), aumentando asi la probabilidad de detectar viremia por VEB. De
hecho, no hubo diferencias significativas en las tasas de VEB detectado a los meses 6y

12 segun el tipo de farmaco inmunosupresor de primera linea utilizado.

Figura 13 - Evolucion del numero de muestras positivas y del nUmero de muestras con
VEB >2 log10 copias/ml a lo largo del primer afio post-trasplante
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Tabla 23 - Caracteristicas clinicas de los pacientes segin deteccién de VEB

Cualquier carga viral de VEB detectable

Variabl
ariable Detectable (n =30) | No detectable (n =33) P
Edad del receptor
4,5+11,7 +1
(media + DS) 54,5 , 53,0+ 13,9 0,663
Sexo del receptor
1 22 7 2
(hombre) [n (%)] 6 (53,3) (66,79) 0,280
Edad del donante
47,4+ 1 46,6 + 11 784
(media = DS) ! 38 6.6 8 0,78
Sexo del donante
17 16 (44,4 2
(hombre) [n (%)] (63,0) 6 (44,4) 0,203
Comorbilidades pre-trasplante [n (%)]
Diabetes mellitus 3(10,0) 2(6,1) 0,662
Enf. cardiaca 3(10,0) 11 (33,3) 0,026
Colonizacion pre-trasplante [n (%)]
P. aeruginosa 4 (13,3) 3(9,1) 0,700
SAOR 2(6,7) 1(3,0) 0,601
Aspergillus spp. 2(6,7) 1(3,0) 0,601
Enfermedad pulmonar pre-trasplante [n (%)]
EPOC 14 (46,7) 14 (42,4) 0,735
Fibrosis quistica 2(6,7) 2(6,1) 1,000
Hipertension 0(0,0) 7 (21,2) 0,005
Pulmonar
Enf. pulmonar
intersticial difusa 10(33,3) 10(30,3) 0,796
Otras® 4(13,3) 0(0,0) 0,046
Tipo de trasplante [n (%)] 0,280
Unipulmonar 14 (46,7) 11 (33,3)
Bipulmonar 16 (53,3) 22 (66,7)
Serologia CMV pre-trasplante [n (%)]
R+ 29 (96,7) 29 (87,9) 0,357
D+/R- 0(0,0) 4(12,1) 0,115
D-/R- 1(3,3) 0(0,0) 0,476
Re-intubacion precoz
1 18,2
[ (%)] 4(13,3) 6 (18,2) 0,735
Reintervencién en el
1 1
primer mes [n (%)] 3(10,0) (3,0) 0,340
Pauta inmunosupresora al alta hospitalaria [n (%)]
Ciclosporina 8(26,7) 8(24,2) 0,825
Tacrolimus 22 (73,3) 25 (75,8) 0,825
Micofenolato
mofetilo / Acido 16 (53,3) 26 (78,8) 0,032
micofendlico
Azatioprina 14 (46,7) 6 (18,2) 0,015
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Diabetes Mellitus
post-trasplante 8(26,7) 4(12,1) 0,142
[n(%)]

SAOR: Staphylococcus aureus oxacilina-resistente; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva
crénica; DS: desviaciéon estandar

®Incluye déficit de alfa-1 antitripsina (2 casos), linfangioleiomiomatosis e histiocitosis X (1 caso
cada)

5.7 Relacion entre VEB vy riesgo de infeccion global e 10 a lo largo del

post-trasplante

No se encontré una diferencia estadisticamente significativa con respecto a
infeccidn global e 10 entre los receptores con cargas virales de VEB detectables en los
primeros seis meses y receptores sin cargas virales detectables, pese a un mayor
numero de episodios de enfermedad fungica invasiva, VVZ y VHS diagnosticados en
receptores con VEB detectable (Tabla 25). Sin embargo, la tasa de incidencia de 10
tardia fue significativamente mayor en los trasplantados con viremias positivas (0,44

versus 0,11; P =0,018) [Tabla 25].

Cuando se compararon las mismas variables entre receptores con cargas virales VEB
> 2 log10/ml en los primeros seis meses del post-trasplante y los demas receptores, si
se detectd una mayor incidencia de infeccion global tardia (80,0% [4/5] versus 50,0%
[27/54]; P = 0,356) y significativamente mayor de 10 (80,0% [4/5] versus 27,8%
[15/54]; P = 0,033), con una tasa de incidencia de 1,03 versus 0,37 episodios por 1.000
dias-trasplante; P = 0,044. La mayoria de las 10 diagnosticadas fueron enfermedad
fungica invasora (40,0% [2/5] versus 5,6% [3/54]; P = 0,052) y de infeccion por VVZ y
VHS (60,0% [3/5] versus 13,0% [7/54]; P = 0,030) [Tabla 26].

El riesgo de desarrollar infeccién tardia (global [figura 15] o por microorganismos

oportunistas [figura 16]) fue directamente proporcional al nimero de copias/ml de

VEB detectables en los primeros seis meses post-trasplante.
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Tabla 24 - Caracteristicas de la viremia de los 5 receptores con cargas virales de VEB >2
log10/ml en los primeros seis meses del post-trasplante

Tiempo entre Tiempo entre , Viremia
o Numero de )
trasplantey 12 trasplantey Maxima carga . . ... persistente
Receptor . S, . . viremias positivas .
carga viral diagnéstico de 10 | viral (copias/ml) en el brimer afio durante el primer
> 2l0g10/ml (dias) (dias) P afio
Reciptor 162 359 3980 6 si
Recezptor 104 183 1110 2 i
Reczptor 66 661 3200 3 si
Reciptor 93 383 426 1 No
Rec‘;ptor 171 T — 1380 1 No

10: infeccidn oportunista; IQR: rango intercuartilico
Mediana de dias entre la primera carga viral = 2log10 /mly el diagnédstico de la 10 de 243,5 dias (IQR: 108,5 - 518,75)

Tabla 25 - Relacion entre deteccion de cualquier nivel de carga viral de VEB en los
primeros seis meses del post-trasplante y riesgo de infeccion

Infeccion tardia

Cualquier nivel de carga viral de VEB detectable en los primeros seis meses del

post-trasplante®

(>6 meses) [n (%)] Detectable (n=17) No detectable (n = 42) P
Infeccidn global 8(47,1) 23 (54,8) 0,592
Tasa de incidencia de infeccién
global (episodios por cada 0,88 0,92 0,880
1.000 dias/trasplante)
Infeccién bacteriana 3(17,6) 12 (28,6) 0,516
Tasa de incidencia de infeccién
bacteriana (episodios por cada 0,27 0,38 0,534
1.000 dias/trasplante)
Neumonia bacteriana 3(17,6) 7 (16,7) 1,000
Infeccién oportunista 6 (35,3) 13 (31,0) 0,747
Tasa de incidencia de infeccién
oportunista (episodios por 0,44 0,11 0,018
cada 1.000 dias/trasplante)
Enfermedad fungica invasiva 3(17,6) 2 (4,8) 0,138
Enfermedad por CMV 1(5,9) 6 (14,3) 0,661
Infeccién VVZ y/o VHS 4 (23,5) 6 (14,3) 0,453

VEB: Virus Epstein-Barr; CMV: Citomegalovirus; VVZ: virus varicela-zoster; VHS: virus herpes simple
Cuatro pacientes fueron excluidos por no tener determinacién de la carga viral de VEB en los primeros seis meses
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Tabla 26 - Relacidn entre cargas virales de VEB 22 log10/ml en los primeros seis meses
del post-trasplante y riesgo de infeccion

Infeccidn tardia
(> 6 meses) [n (%)]

>2 log10/ml de VEB detectable en los primeros seis meses del post-trasplante®

Detectable (n = 5) No detectable (n = 54) P
Infeccion global 4 (80,0) 27 (50,0) 0,356
Tasa de incidencia de infeccién
global (episodios por cada 1,38 0,86 0,231
1.000 dias/trasplante)
Infeccidn bacteriana 1(20,0) 14 (25,9) 1,000
Tasa de incidencia de infeccidn
bacteriana (episodios por cada 0,17 0,37 0,501
1.000 dias/trasplante)
Neumonia bacteriana 1(20,0) 9 (16,7) 1,000
Infeccién oportunista 4 (80,0) 15 (27,8) 0,033
Tasa de incidencia de infeccidn
oportunista (episodios por 1,03 0,37 0,044
cada 1.000 dias/trasplante)
Enfermedad fungica invasiva 2 (40,0) 3(5,6) 0,052
Enfermedad por CMV 1(20,0) 6(11,1) 0,481
Infeccion por VVZ y/o VHS 3 (60,0) 7 (13,0) 0,030

VEB: Virus Epstein-Barr; CMV: Citomegalovirus; VVZ: virus varicela-zdster; VHS: virus herpes simple
®Cuatro pacientes fueron excluidos por no tener determinacién de la carga viral de VEB en los primeros seis meses

Tabla 27 - Modelo de regresién de Cox para los factores de riesgo para ocurrencia de
|0 tras los seis meses del post-trasplante

Variable® Estudio univariante Estudio multivariante
HR 95% IC P HR 95% IC P

Mismatch CMV (D+/R-) 4,39 1,27 - 15,21 0,020 13,41 2,81 -63,94 0,001
Rechazo agudo® 0,45 0,18-1,11 0,082

Albumina sérica al mes 6, g/dI° 0,18 0,05 -0,68 0,011 0,14 0,03-0,73 0,020

Niveles medios de tacrolimus
en los primeros seis meses, 1,015 0,889-1,16 0,821
ng/ml°
22 log10/ml de VEB en los 3,86 127-11,68 | 0,017 | 7,92 | 2,10-2985 | 0,002
primeros seis meses

VEB: Virus Epstein-Barr; CMV: Citomegalovirus; EBVd: EBV-DNAemia; IC: intervalo de confianza; HR: hazard ratio;
D: donante; R: receptor; 10: infeccidn oportunista
%Las siguientes variables no se incluyeron en el modelo debido a la falta de significacion estadistica en el estudio
univariante: edad del receptor y donante, comorbilidades antes del trasplante, tipo de enfermedad pulmonar
subyacente, tipo de trasplante y tipo de inmunosupresion de mantenimiento

®Variable tiempo-dependiente
‘Seglin aumento de la unidad
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Figura 14 - Periodo libre de 10 segln cargas virales de VEB (log-rank P = 0,01)
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Figura 15 - Maxima viremia de VEB durante los 6 primeros meses estratificada segun el
desarrollo de infeccion tardia (U Mann-Whitman)
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Figura 16 - Maxima viremia de VEB durante los 6 primeros meses estratificada segun el
desarrollo de infeccién oportunista tardia (U Mann-Whitman)
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5.8 Relacion entre VEB y rechazo agudo

Los pacientes que requirieron tratamiento para un episodio de rechazo agudo en los

primeros 90 dias fueron mas propensos a presentar posteriormente VEB detectable,

con una diferencia que casi alcanza la significacion estadistica (43,3% [13/30] frente al

21,2% [7/33]; P = 0,060) (tabla 28). El intervalo promedio entre la administracion de un

tratamiento contra el rechazo y la primera viremia perceptible fue de 159 dias (IQR: 61

- 495).

Tabla 28 - Relacién entre rechazo agudo y deteccion de VEB

Cualquier carga viral de VEB detectable

Variabl
ariable Detectable (n =30) | No detectable (n=33) P-valor
Rechazo agudo
hasta 3¢ mes [n (%)] 13 (43,3) 7 (21,2) 0,060
Rechazo agudo 23 (76,6) 16 (48,5) 0,021

[n (%)]

®Intervalo promedio entre la administracién de un tratamiento contra el rechazo y la primera
viremia perceptible de VEB fue de 159 dias (IQR: 61 - 495)
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Tabla 29 - Relacidn entre el nimero de episodios de rechazo agudo y deteccién de VEB
(P=0,013, comparando receptores con 2 o mas episodios y receptores con menos)

Numero de episodios

Cualquier carga viral de VEB detectable

de rechazo Detectable (n =30) | No detectable (n =33) Total receptores
0 e[ﬁif;‘;]ios 7(23,2) 17 (51,5) 24
! ‘[er‘:i(f;:)‘j]"o 10 (33,3) 11 (33,3) 21
2 e[ﬁif;‘;]ios 11 (36,7) 3(9,1) 14

5.9 Relacion entre VEB y complicaciones tardias

Los pacientes con VEB detectable durante los 6 primeros meses post-trasplante

tenian una mayor incidencia acumulada de DCIP al final del seguimiento (58,8%

[10/17] frente al 23,8% [10/42]; P = 0,010) (tabla 30, 31 y 32). Finalmente, no se

encontraron diferencias significativas en la incidencia acumulada de cancer de novo o

mortalidad segun la presencia de viremia de VEB (tablas 30y 31).

Tabla 30 - Relacién entre complicaciones tardias y carga viral de VEB en los primeros
seis meses del post-trasplante

Complicacion tardia

Cualquier carga viral de VEB detectable
en los primeros seis meses del post-trasplante®

[n (%] Detectable (n =17) | No detectable (n =42) P
DCIP 10 (58,8) 10 (23,8) 0,010
Neoplasia de novo 2(6,7) 1(3,0) 0,601
Mortalidad global 3(17,6) 8(19,0) 1,000

VEB: Virus Epstein-Barr; DCIP: disfuncidon crdnica del injerto pulmonar
®Cuatro pacientes fueron excluidos por no tener determinacién de la carga viral VEB en los
primeros seis meses del post-trasplante
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Tabla 31 - Relacidn entre complicaciones tardias y carga viral de VEB 22 log10/ml en los

primeros seis meses del post-trasplante

Complicacion tardia

Carga viral de VEB 22 log10/ml detectable
en los primeros seis meses del post-trasplante®

0,
[n (%] Detectable (n =17) | No detectable (n =42) P
DCIP 5 (60,0) 17 (31,5) 0,325
Neoplasia de novo 1(20,0) 2(3,7) 0,237
Mortalidad global 1(20,0) 10 (18,5) 1,000

VEB: Virus Epstein-Barr; DCIP: disfuncién crdénica del injerto pulmonar
®Cuatro pacientes fueron excluidos por no tener determinacién de la carga viral VEB

Tabla 32 - Modelo de regresién de Cox para los factores de riesgo para ocurrencia de
DCIP tras los seis meses del post-trasplante

Variable Estudio univariante Estudio multivariante
HR 95% IC P HR 95% IC P
Trasplante bipulmonar
(versus unipulmonar) 0,24 0,09 -0,63 0,004 0,28 0,11-0,75 0,011
Rechazo agudo® 1,85 0,60-5,71 0,283
Presencia de VEB en los
primeros seis meses 2,53 1,05-6,0 0,039 1,26 0,87 -5,29 0,099

VEB: Virus Epstein-Barr; IC: intervalo de confianza; HR: hazard ratio

®Variable tiempo-dependiente

5.10 Curvas de supervivencia

No se encontré una diferencia estadisticamente significativa con respecto a la

supervivencia entre receptores con cargas virales de VEB detectables en los primeros 6

meses y receptores sin cargas virales detectables (Figura 17).

Tampoco se detectd un aumento de la mortalidad en los receptores con copias VEB

>2 log10/ml en los primeros seis meses del post-trasplante (Figura 18).
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Figura 17 - Supervivencia entre receptores con y sin VEB detectable en los primeros
seis meses del trasplante
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Figura 18 - Supervivencia entre receptores con y sin 22 Log10 copias/ml detectables en
los primeros seis meses del trasplante
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6. Discusion

El presente estudio es pionero en la descripcion desde un punto de vista clinico de
una cohorte de receptores de trasplante pulmonar, seguidos prospectivamente, para
valorar la relacién entre la deteccidn de replicacién viral de VEB en los primeros seis
meses post-trasplante y el riesgo de desarrollo de infecciones y DCIP.

. . ., . .24

Como se menciona en la introduccion, solamente se han publicado tres estudios
en que se evalua la relacion entre la replicacién de VEB y el riesgo de infeccidn en
portadores de TOS. Ninguno de estos estudios incluia receptores de trasplante

pulmonar.

6.1 Incidencia de infeccion global e |10

La incidencia de infeccién global y de 10 varia de forma importante entre los
distintos TOS. En la tabla 33 comparamos el nimero de episodios de |0 de los estudios
previos sobre VEB en portadores de TOS (San-Juan et al., Bamoulid et al. y Morton et

2-4 .
al.)”™™ con los resultados de nuestro estudio.

Tabla 33 - Comparacion de la incidencia de 10

Numero de Episodios de
pacientes infeccion
oportunista

Autor Tipo de
trasplante

Trasplante renal,

San-Juan et al. hepatico y 81 9 episodios
cardiaco
Bamoulid et al. Trasplante renal 383 58 episodios
Morton et al. Trasplante renal 499 No referido
Trasplante

Presente estudio 63 32 episodios

pulmonar

Solamente dos de los tres estudios publicados indican el nimero total de episodios
de 10, pero en ambos la incidencia referida es menor que la del presente estudio. Este

resultado es razonable, dado el elevado riesgo que presentan los portadores de
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trasplante pulmonar de desarrollar infecciones, tanto por microorganismos habituales
como por oportunistas.

Al igual que lo publicado en otras series de receptores de trasplante pulmonar® 3,
en la presente cohorte, Pseudomonas aeruginosa fue el microorganismo mas
frecuentemente responsable de las infecciones bacterianas, seguido de los cocos
grampositivos.

P.aeruginosa fue también responsable del mayor nimero de neumonias en que se

pudo filiar la etiologia desde el punto de vista microbiolégico.

CMV y VVZ fueron los virus que mas infecciones produjeron (11 y 9 episodios,
respectivamente). Pese a una profilaxis prolongada con antivirales activos frente a
CMV y a una monitorizacidn continua con antigenemia pp65, hasta un 26,8% de las
enfermedades virales diagnosticadas fueron por CMV.

Se diagnosticaron hasta 17 episodios de infeccién por virus respiratorios. Aunque en
nuestro centro se aconseje que todos los TOS se vacunen de forma anual frente al
virus de la Gripe, 29,4% de las infecciones por virus respiratorios fueron secundarias a
este virus. Esta cifra fue similar a la VRS, para el cual no existe una vacuna efectiva. De
estos cinco casos de gripe, solamente en tres el receptor estaba correctamente

vacunado.

Similar también a lo descrito en la literatura®, Aspergillus fue el hongo filamentoso
responsable del mayor nimero infecciones respiratorias, principalmente en forma de
traqueobronquitis. A pesar de la profilaxis con Anfotericina B y cultivos de esputo

seriados, 3 receptores desarrollaron una API.

Cabe destacar que un receptor desarrolld una leishmaniasis diseminada, una
infeccion muy poco frecuente en receptores de trasplante pulmonar. Esta infeccidn
muy posiblemente estuvo en relacion con los viajes previos del paciente, por razones

laborales, a diversos paises del Golfo Pérsico.
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6.2 Incidencia de VEB a lo largo del post-trasplante

Uno de los objetivos del presente estudio fue la descripcién de la historia natural de
VEB en el periodo post-trasplante de receptores de trasplante pulmonar. Se observé
gue en los primeros meses del post-trasplante ya se detecta una importante cifra de
reactivacion de VEB, que va aumentando a lo largo de todo el post-trasplante. Los
datos del presente estudio coinciden, en cuanto a incidencia acumulada de positividad
en la deteccidn de VEB, con las cifras presentadas por Bamoulid et al.? y Morton et al.”,
estudios en que solamente se incluyd a portadores de trasplante renal. Sin embargo,
en los tres se detecta una incidencia que es aproximadamente la mitad de la detectada
por San-Juan et al, en gue participaron trasplantados renales, hepaticos y cardiacos.
Este ultimo estudio se limitd a los primeros seis meses posteriores al trasplante pero
con una frecuencia de extraccién de muestras muy exhaustiva (Tablas 9, 34 y 35).

La deteccidn del VEB en el post-trasplante varia de forma muy importante segun los
estudios publicados, con cifras que van desde 0,0% hasta el 72,0%. Variaciones tan
importantes entre estudios podrian ser secundarias a las distintas técnicas utilizadas,
con diferentes puntos de cortes y tipo de muestras utilizadas (por ejemplo, las técnicas
de amplificacidn que utilizan sangre total tienen una mayor sensibilidad que técnicas
de amplificacion que utilizan plasma®®), asi como de las caracteristicas del donante y
receptor, de los tipos de inmunosupresores utilizados y del momento del post-
trasplante analizado.

Los principales factores de riesgo para presentar viremia de VEB tras el trasplante
descritos en estudios previos fueron la seroconversion de VEB en el periodo post-
trasplante (receptores seronegativos que recibieron injertos de donantes

2 1 . .. ,y - 2 ,
+ 4 99,100) “ampleo de globulina anti-timocitica® u OKT3 como farmacos

seropositivos
. 101 . . , .

inductores™, empleo de ciclosporina como farmaco inmunosupresor de
mantenimiento” y el tiempo transcurrido desde el trasplante. Es importante mencionar
que en el estudio de Morton et al.”, en el que los periodos post-trasplante de los
pacientes incluidos variaron entre 1 mes y 33 afos, se observé un aumento gradual de
la proporcion de pacientes con VEB detectable hasta los 20 - 25 afios tras el

trasplante, momento en que aproximadamente el 66,0% de los receptores incluidos

presentaron VEB en sangre periférica, para posteriormente empezar a disminuir. En
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otro estudio que incluyé a 75 pacientes sometidos a trasplante pulmonar entre 1990 y
2001 y seguidos durante cinco afios, el porcentaje de deteccién de VEB fue
directamente proporcional al tiempo transcurrido desde el trasplante’®. En este
estudio, el tiempo transcurrido desde el trasplante fue el Unico factor de riesgo
independiente para presentar reactivacién por VEB (P = 0,003).

Al revés, cargas virales mas bajas de VEB se asociaron con el uso de basiliximab
como farmaco inductor?, Ia linfopenia < 1 x 10°/L en el momento del trasplante4 y la
exposicion al ganciclovir (el uso de este antivirico en el post-trasplante
significativamente redujo las cargas virales y el riesgo de SLPT en varios estudios en
que se incluyeron a receptores de trasplante hepdatico y renal, tanto pediatrico como
en adultos)'® 1%,

En base a los resultados del presente estudio, podemos concluir que en los primeros
meses del post-trasplante pulmonar hay una importante incidencia de viremia por
VEB, muy probablemente relacionada con la intensa inmunosupresiéon en el momento
del trasplante. La incidencia de viremia por VEB va progresivamente aumentando a lo
largo del posterior post-trasplante, en muy probable relacién con la persistente
exposicion a los farmacos inmunosupresores y/o la inmunosenescencia.

Consideramos también que el menor porcentaje de pacientes con viremia
detectable al afio del trasplante y que las cargas virales de VEB mas bajas en nuestro
estudio, cuando comparados con los demas trabajos de investigacion, se pueden
explicar por a) muestra mds reducida de pacientes, siendo que 96,8% eran EBNA-
seropositivos al trasplante; b) periodo mas espaciado entre muestras extraidas; c) tipo
de técnica de amplificacidon utilizada para medir la viremia de VEB; d) ausencia de
empleo de farmacos depletores de linfocitos T en el momento del trasplante (como
globulina anti-timocitica, OKT3 o alemtuzumab), siendo que todos los pacientes
recibieron basiliximab como farmaco de induccidn; e) periodo mds prolongado de
profilaxis para CMV con ganciclovir o valganciclovir, en comparacién con lo que se

realiza habitualmente en otro tipo de portadores de TOS.
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Tabla 34 - Datos de replicacion de VEB entre los distintos estudios

D?tfecuon Numero de Numero de Mediana
, . minima de . . .
Autor Técnica de carea viral que muestras pacientes con viremia
amplificacion & . q extraidas por VEB detectable detectada
permite la aciente (rango) (%) (rango)
técnica P 8 ° &
San-Juan Abbott EBV PCR KIT; . 1595 copias/ml
etal? Abbott Diagnostics | 20 copias/ml 10(5-15) 68 (84,0) (20 - 146.918)
Bamoulid TagMan® Universal 950 copias/ml
etal.’ PCR Master Mix | 15 155 (40,0) (87 - 2.200.000)
Applied Biosystems
Morton 7500 Fast Real-Time
ot al® PCR (Thermo Fisher 1000 copias/ml 4(3-10) 232 (46,0) No especificado
) Scientific Inc, Paisley
UK)
EBV R-gene
Presente Quantification Kit®, . ) 832 copias/ml®
estudio® (Argene, Varilhes, 50 copias/ml 8 (IGR:5-11) 30(47,6) (50 - 973.000)
France)

Extraccion de muestras hasta el sexto mes del post-trasplante. ®Muestras recogidas a lo largo del primer afio del

post-trasplante. ‘Deteccidn de viremia en el primer afio tras la inclusion. “Extraccién a lo largo de todo el pos-
trasplante. “Mediana de la méxima carga viral

Tabla 35 - Patréon temporal de la replicacion de VEB

Intervalo medio

Incidencia
acumulada de

Incidencia
acumulada de

Incidencia
acumulada de

. , pacientes con pacientes con .
Autor Med-la .de dias de entre dos VEB detectable | VEB detectable pacientes con
seguimiento (IQR) , ) VEB detectable
muestras (dias) al primer mes al sexto mes al afio del
tras el tras el estudio (%)
trasplante (%) trasplante (%) ?
Sae’l';‘l‘?” 2010 (270 - 2280) No informado 57 (70,4) 68(84,0) | -
Bamoulid . .
ot al® No informado No informado | - | = - 155 (40,0)
Morton 113
-1064) | o, T e e 232
ot al® 995 (946 - 1064) (IQR: 70 - 138) 32 (46,0)
Presente 99,5
estudio® 1086 (724 - 1615) (IOR:655-1813) | 17 (28,8) 21(33,9)

?Extraccion de muestras hasta el sexto mes del post-trasplante. "Muestras recogidas a lo largo del primer afio del
post-trasplante. “Deteccién de viremia en el primer afio tras la inclusién. “Extraccién a lo largo de todo el pos-

trasplante
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6.3 Relacion entre deteccion de VEB y rechazo agudo

En la presente cohorte se observé que los receptores diagnosticados de rechazo
agudo hasta el tercer mes post-trasplante presentaron un mayor nimero de cargas
virales de VEB detectables durante el seguimiento que aquellos pacientes que no
presentaron rechazo agudo. Tras el tratamiento de un rechazo agudo se reportd un
mayor numero de receptores con viremia detectable (Tablas 28 y 29).

Estos resultados se encuentran en la linea de lo descrito por Haque et al’’. En su
estudio, que incluyéd a treinta receptores de trasplantes cardiopulmonares (11
pulmonares aislados) seguidos durante 2 afos, describieron que el 80,0% de los
pacientes con episodios repetidos de rechazo agudo en los primeros 9 meses post-
trasplante presentaron VEB detectable.

Nosotros consideramos que el aumento de la inmunosupresion tras el diagndstico
de rechazo agudo, a través de los bolus de corticoides y del aumento de dosis de los
farmacos inmunosupresores, favorecid la replicacién de VEB al reducir la capacidad
funcional del sistema inmunitario.

Estudios previos han puesto de manifiesto que pacientes con replicaciéon de VEB
presentaron menos episodios de rechazo agudo a lo largo del post-trasplante’.
Utilizando esta premisa, Bamoulid et al.?, Bakker et al.”® y Kirk et al.’® fueron capaces
de reducir la dosis administrada de los farmacos inmunosupresores en pacientes con
VEB detectable en sangre periférica de trasplantados renal y pulmonares, sin
acompafarse de un aumento de los episodios de rechazo agudo o crénico. En el caso
de Bakker et al., el 73,0% de los trasplantados pulmonares que presentaron VEB con
carga > 10.000 copias/ml, han visto su pauta inmunosupresora reducida. La reduccion
de la inmunosupresion se asocié de forma estadisticamente significativa con la
disminucion de la carga viral de VEB (P = 0,02) y no se acompand de un incremento del
rechazo agudo o de progresién del BOS. Kirk et al.'® fueron capaces de reducir de
forma segura la inmunosupresién de 21 receptores de trasplante renal con cargas

virales elevadas, sin efectos adversos sobre el injerto.
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6.4 Relacion entre deteccion de VEB y DCIP

En nuestro estudio, 20 receptores pulmonares (31,7%) desarrollaron DCIP a lo largo
del periodo post-trasplante, dieciocho en forma de BOS y dos en forma de RAS. Los
receptores con VEB detectable dentro de los 6 primeros meses post-trasplante
presentaron una incidencia significativamente mayor de DCIP al final del seguimiento y
un periodo libre de DCIP mas corto, aunque este relacion no mantuvo la significacién
estadistica en el modelo multivariante (Tabla 32).

Se han publicado algunos trabajos relacionando el VEB con el rechazo crénico y la
disfuncién del injerto, tanto en trasplante pediatrico como en adultos. En un estudio’®
que incluyé a 385 trasplantados pulmonares adultos monitorizados durante 6 meses
tras el trasplante, se detectd que la replicacion de VEB se ha asociado con la aparicién

de BOS. En otro articulo'®

que incluia 55 receptores de trasplante renal pediatricos y
seguidos durante dos anos, se describid la asociaciéon de la viremia subclinica de VEB
con un aumento de cuatro veces del riesgo de rechazo crénico del injerto (4,33; IC
95%: 1,34 - 14,0). El mecanismo a través del cual VEB conlleva a una disfuncion del
injerto no se encuentra completamente clarificado. Se ha planteado la hipdtesis de
que el virus sea capaz de estimular un efecto citopatico directo sobre el 6rgano
trasplantado o favorecer un mecanismo inflamatorio indirecto, con la produccién de
citoquinas como Interleucina (IL)-8 e IL-12 en el injerto78. También se han comunicado
algunos casos clinicos de portadores de trasplante pulmonar, diagnosticados de

107 oen

rechazo crénico y disfuncién de injerto, con elevada carga viral de VEB en BAL
. . . 108
las biopsias pulmonares realizadas™ .

Sin embargo, el papel del VEB en el desarrollo de DCIP y sus mecanismos
subyacentes no han sido completamente confirmados hasta ahora. La DCIP es un
fenédmeno complejo y el VEB puede representar solo uno entre otros muchos factores
implicados en este proceso. Consideramos que es necesario el desarrollo de mas
estudios para comprender esta relacién, antes de que las decisiones clinicas

encaminadas a reducir la incidencia de esta complicacidén estén condicionadas por los

resultados de la viremia de VEB.
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6.5 VEB como marcador del riesgo de infeccion

Uno de los principales objetivos de nuestro estudio fue analizar, en receptores de
trasplante pulmonar, la existencia de una relacion entre la deteccidon de VEB en sangre
periférica y del riesgo de padecer de infeccién de forma global y, mas especificamente,
de IO.

En el presente estudio, se observd una asociacidon estadisticamente significativa
entre la deteccidn de cargas virales de VEB >2 log10/ml en los primeros seis meses tras
el trasplante y el desarrollo de 10 a lo largo del seguimiento, fundamentalmente en
forma de reactivaciones de VVZ y de enfermedad fungica invasiva (principalmente
API). También se observoé un incremento muy importante del riesgo infeccion global en
los pacientes con >2 log10/ml de VEB en este periodo de tiempo, aunque la diferencia
no es estadisticamente significativa. Por ultimo, se detectd una relacidn directa entre
el grado de positividad de la carga viral y el riesgo de infeccidn tardia y de infeccién
oportunista tardia: los pacientes con cargas virales mas elevadas presentaron un riesgo
significativamente mayor de este tipo de infecciones (Tablas 25, 26 y 27 y Figuras 14,
15y 16).

Este hallazgo ratifica los resultados obtenidos previamente en estudios
desarrollados en otros tipos de TOS. En el trabajo de Bamoulid et al.%, el 40,0% de los
trasplantados renales incluidos presenté viremia detectable. La mayoria de las
viremias ocurrieron en los primeros seis meses del post-trasplante (91,0%). Se observd
una relacién estadisticamente significativa entre el desarrollo de |0 y la deteccion del
VEB (11,6% en los pacientes con VEB detectable frente a 3,9% de los pacientes sin VEB
detectable; P = 0,008). En el andlisis multivariante, la reactivaciéon del VEB fue
identificada como un factor de riesgo independiente para desarrollar 10 (HR, 3,03; 95%
IC, 1,72 - 8,29; P = 0,01). Al igual que en nuestro estudio, la mayoria de las |0
diagnosticadas fueron secundarias a infecciones por VVZ (33,3%) y VHS (18,5%). El otro
patdgeno oportunista mas frecuentemente aislado fue Pneumocystis jiroveci (22,2%).
En el presente estudio no se detectaron casos de neumonia por P. jiroveci,
probablemente en relacion con la profilaxis con cotrimoxazol mantenida en el tiempo

que realizan los portadores de trasplante de pulmén.
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En el estudio de Bamoulid et al.?, a los pacientes con cargas virales altas se procedié
a la reduccidon del tratamiento inmunosupresor, en la forma de retirada de
micofenolato, reduccion de la dosis de tacrélimus o conversiéon de tacrélimus a
sirélimus. Estos cambios en los inmunosupresores fueron efectivos en disminuir la
carga viral de VEB. Bamoulid et al.? concluyeron que la replicacién de VEB se asocid
con el desarrollo de 10 a lo largo del post-trasplante y que la reduccién de la
inmunosupresion fue efectiva en disminuir la carga viral de VEB en los receptores con
cargas virales persistentemente elevadas.

Un resultado similar, fue descrito en el trabajo de San-Juan et al.>. En este estudio,
un 84,0% de los pacientes incluidos presentd viremia detectable en los primeros seis
meses tras el trasplante. Sus autores observaron que los pacientes con VEB detectable
y persistente presentaron mas “efectos adversos asociados a inmunosupresion”
(definida como infeccidn oportunista, infeccion grave y/o neoplasia) que los pacientes
sin VEB detectable (45,0% vs 22,0%; P = 0,05), resultado similar en los pacientes con
cargas virales mas altas (51,4% vs 19,6%; P = 0,005), resultado este similar al
observado en nuestro estudio (Figura 14, 15 y 16). Los estudios de regresion logistica
univariante mostraron que tanto la deteccién de viremia persistente (HR, 2,95; 95% IC,
1,23 -7,1; P =0,015) como la viremia elevada (HR, 4,31; 95% IC, 1,8 - 10,8; P = 0,001)
fueron marcadores independientes del riesgo de “efectos adversos asociados a
inmunosupresién”. Este efecto se mantuvo como variable estadisticamente
significativa en el estudio multivariante. Sus autores concluyeron que la viremia de VEB
permitia distinguir a los pacientes mdas inmunodeprimidos y con mayor riesgo de
infecciones graves o 10.

Sin embargo, en el estudio realizado por Morton et al.?, no se observé una relacién
entre la deteccién de VEB y el riesgo de desarrollo de infecciones (de manera global o
exclusivamente las 10). El andlisis univariante entre deteccién VEB / reactivacién de
VHS-1 no fue estadisticamente significativa (HR, 1,0; 95% IC, 0,6 - 1,5; P = 0,908), asi
como no se encontré un mayor riesgo para desarrollar infecciones por P. jiroveci en
pacientes con viremia por VEB, como previamente descrito por Bamoulid et al. (HR,
1,5;95%IC, 0,5 - 5,4; P =0,50).

El estudio de Morton et al.* incluyé a 499 trasplantes renales en periodos del

seguimiento post-trasplante muy distintos entre si, que variaban entre 1 mes y 33
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afios. Ademads, en este estudio el 92,0% de los receptores fueron incluidos en la
cohorte cuando ya habia transcurrido mas de un afio desde el momento en el que
recibieron el trasplante. Por tanto en este trabajo se obvid el periodo de maximo
riesgo de infeccion y esto explicaria sus resultados divergentes del resto de
comunicaciones, incluida la presente cohorte. Como refieren los propios autores, las
pautas de inmunosupresion menos intensas que se emplean cuando ya han
transcurrido mas de 12 meses desde el trasplante, hacen que disminuya la utilidad de
la monitorizacion de la carga viral de VEB como predictor de 10 durante ese periodo.

La conclusidn del presente estudio, en sintonia con lo referido por trabajos previos
en otros tipos de trasplantes, es que la viremia de VEB determinada de manera
cuantitativa en los primeros meses tras el trasplante de pulmén, es un buen marcador
para identificar a los receptores con mayor riesgo de complicaciones infecciosas
posteriores. Sin embargo, y a pesar de la significacion estadistica encontrada, el largo
intervalo de tiempo entre la deteccion de la viremia y el desarrollo de la infeccidn
(mediana de 243 dias aproximadamente), reduce su interés desde un punto de vista

clinico.

Comparando los resultados de nuestro estudio, de San-Juan et al. y de Bamoulid et
al. con los de Deslardin et al. y Rogers et al., claramente se puede concluir que en los
primeros meses del post-trasplante, al revés de VHH-6 y VHH-7, VEB especificamente
detecta a los pacientes con mayor riesgo de desarrollar infecciones de forma global e

10, siendo un mejor marcador de inmunosupresion.
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Tabla 36 - Relacién entre VEB e infeccién global e 10 en los distintos estudios
desarrollados en portadores de TOS

Periodo de Relac.:lon <_entre Relat_:lon t.entre Hazard ratio
Autor .y viremia viremia .
monitorizacion de la . . - . de cada estudio en
. positiva/negativa | positiva/negativa )
carga viral de VEB . .. particular
e infeccion global elo
San-Juan Primeros seis meses a 2,95;
ot al 3 tras el trasplante 45,0% vs 22,0% (P = 0,05) IC95%:1,23-7,1;
' P (P =0,015)°
3,03;
. . ~ 0, 0, ’ ’
e | el | U | s oo
. p - (P=0,01)
Morton o . L, c c c
4 Un afo tras inclusion
et al.
Todo el post- 792
Presente trasplante, iniciando la | 80,0% vs 50,0% 80,0% vs 27,8% T
. L . b b IC95%: 2,10 - 29,85;
estudio monitorizacion a partir (P=0,356) (P=0,033) (P=0,002)°
del tercer mes T

%Incluye 10, infeccién grave y neoplasia; "Calculada para viremia de VEB 22 log10/ml en los primeros seis
meses. “No calculada de forma global, pero para cada tipo de infeccidn oportunista.

6.6 Limitaciones del estudio

Una de las principales limitaciones de este estudio a tener en cuenta es el numero
de pacientes incluidos: 63 portadores de trasplante pulmonar. Es un nimero inferior al
de otros estudios sobre VEB en TOS como los de Bamoulid et al.?, Morton et al.* o San
Juan et al.?. El presente estudio es unicéntrico y esto ha permitido una mayor cohesion
en la recogida de la informacién. El nimero de trasplantes pulmonares realizados
siempre es inferior al de otros tipos de TOS. Esto explica que se requirieran 4 afios para
la inclusion de los pacientes de la presente cohorte, pero solamente de un afio en el de
San-Juan el al. y de siete meses en el caso de Morton et al. Los tres estudios referidos
incluyeron principalmente al trasplante renal, cuyo nimero de trasplantes realizados al

afio es muy superior al del trasplante pulmonar.
La extraccion de muestras de sangre para determinacién de viremia de VEB se

realizd cada tres meses aproximadamente. Se decidid realizar un abordaje pragmatico

de la monitorizacién en aras de su posterior aplicacion clinica, de modo que las
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extracciones coincidieran con las que el paciente precisaba para su monitorizacién
clinica habitual en la consulta después del trasplante de pulmén.

Este nimero de muestras recogidas es inferior al nimero de muestras de otros
estudios referidos previamente, como el de San Juan et al.® (10 muestras en los
primeros seis meses) o el de Bamoulid et al.? (15 muestras en el primer afio). Dado que
la viremia por VEB es transitoria en muchas ocasiones, es de suponer que alguna
viremia significativa pudo no ser detectada en nuestro estudio y justificaria la menor
incidencia de viremia persistente detectada durante el primer afio post-trasplante
respecto de lo descrito en otros estudios. Por esta razén, no fuimos capaces de
relacionar esta variable con el riesgo de padecer de infecciones o de un mayor riesgo
de DCIP. No obstante, pese a un menor numero de muestras extraidas, el porcentaje
de receptores con cargas virales detectables a lo largo del primer afio tras el trasplante
fue similar al de los estudios previos salvo el de San Juan et al? (33,9% frente a 84,0%,

40,0% y 46,0%) (Tablas 34 y 35).

Por ultimo, hubiera sido interesante comparar el valor predictivo de la viremia de
VEB con otros biomarcadores, cuantitativos (subpoblaciones linfocitarias en sangre
periféricas) o funcionales (por ejemplo, la respuesta inmune de las células T a través de
la medicidn de los niveles de ATP intracelulares en células T CD4), que podria haber
apoyado la hipdtesis de una relacién directa entre la viremia de VEB y el grado de

inmunosupresion.

6.7 Perspectivas de futuro

El presente estudio es observacional y por esta razén no se tomaron decisiones
terapéuticas con respecto de ajustes en la inmunosupresién o tratamiento antiviral
especifico frente a VEB en funcion de los resultados obtenidos de las cargas virales,
como en el caso de Bamoulid et al.%. Los hallazgos del presente estudio sientan las
bases para el disefio de futuros estudios de intervencion, en los que el régimen
inmunosupresor y de profilaxis antimicrobiana se podrian matizar en funcién de los

resultados de la viremia por VEB. Los receptores con VEB detectable en los seis
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primeros meses post-trasplante podrian beneficiarse de a) reducciéon de la
inmunosupresién, b) uso de terapia antiviral con actividad frente a VEB, c)

monitorizacién mas estrecha a lo largo del post-trasplante.

Un estudio con este disefio permitiria confirmar la importancia del VEB como
marcador de inmunosupresién en trasplantados pulmonares y su aplicacién en la
practica clinica habitual.

Deberia de incluir a los marcadores de inmunosupresion descritos en diferentes
estudios que se realizaron hasta este momento: nivel sérico de los inmunosupresores,
principalmente el de los anti-calcineurinicos, déficit de IgG, déficit de complemento,
numero absoluto y estudios funcionales de la respuesta inmune mediada por células
(ImmuKnow®) y presencia de replicacién por VEB en los primeros seis meses del post-
trasplante. Un futuro estudio prospectivo que validase este algoritmo seria muy

importante.
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Corolario

En los primeros seis meses tras el trasplante de pulmdn se detecta viremia de

VEB en sangre total en un 28,8% de los sujetos.

El nimero de episodios de viremia de VEB aumenta progresivamente durante los
primeros tres anos. Al final de ese periodo llega a detectarse hasta en un 47,6%

de los portadores de trasplante de pulmén.

Los sujetos diagnosticados de rechazo agudo presentan una incidencia

significativamente mayor de viremia de VEB.

La presencia de carga viral de VEB 22 log10/ml en sangre total de receptores de
trasplante pulmonar en los primeros seis meses tras el trasplante, se asocia de
manera significativa al desarrollo de infecciones oportunistas a partir del sexto

mes.

La presencia de viremia de VEB en los primeros seis meses tras el trasplante se
asocia de manera significativa con el desarrollo de disfuncién cronica del injerto

pulmonar, aunque esta asociacion no se mantiene en el estudio multivariante.
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8. Conclusion

La positividad de la viremia de VEB en los primeros seis meses tras el trasplante de
pulmén predice el desarrollo de infecciones oportunistas tardias, por lo que se puede

considerar como un marcador indirecto del grado de inmunosupresion.
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9. Comunicaciones en relacion con la Tesis

1) 25th European Congress of Clinical Microbiology and Infeccious Diseases (ECCMID),
Copenhague, Dinamarca, Abril de 2015:

Jose Tiago Silva, Francisco Lépez-Medrano, Mario Fernandez-Ruiz, Rafael San-Juan,
Alicia de Pablo-Gafas, Rodrigo Alonso-Moralejo, Virginia Pérez-Gonzdlez, Maria
Asuncion Pérez-Jacoiste Asin, Elena Resino-Foz, Alejandra Morales-Cartagena, Dolores
Folgueira, Jose Maria Aguado. “Epstein-Barr DNAemia as a surrogate marker of

immunosuppression and risk of infection in lung transplant recipients”.

2) XIX Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica, Sevilla, Espaiia, Mayo de 2015:

JT Silva, F Lopez-Medrano, M Fernandez-Ruiz, R San-Juan, A de Pablo-Gafas, R
Alonso-Moralejo, V Pérez-Gonzalez, MA Pérez-Jacoiste Asin, E Resino-Foz, A Morales-
Cartagena, D Folgueira, JM Aguado. “DNAemia de virus Epstein-Barr como marcador
subrogado de inmunosupresion y del riesgo de infeccidn en receptores de trasplante

pulmonar”.
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