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Carga viral y antigenemia de citomegalovirus
en la monitorizacion de la profilaxis
con valganciclovir en pacientes con trasplante renal
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RESUMEN

La enfermedad por citomegalovirus (CMV) es una de las complicaciones infecciosas mas importantes en el trasplante de érgano sdlido, por
lo que es necesario realizar una correcta profilaxis de ella. El objetivo del estudio es ver la eficacia de la profilaxis con valganciclovir en pa-
cientes receptores de rifion durante el primer trimestre postrasplante, mediante la determinacion de antigenemia (pp65), cultivo en Shell-
vial de orina y carga viral cuantitativa por PCR del CMV. En el estudio se incluyen cien pacientes con trasplante renal. Se analizan los resul-
tados de 36 de ellos reclutados entre noviembre de 2003 y julio de 2004, que estaban recibiendo profilaxis con valganciclovir oral y habian
cumplido los 90 dias de seguimiento. Las tres pruebas mencionadas se hicieron los dias 7, 15, 30, 45, 60, 75 y 90. No se detecté ninguna
antigenemia positiva, en una muestra de orina se cultivé el virus y tres determinaciones de carga viral en suero fueron positivas, todas ellas
del mismo paciente. Con los resultados preliminares del estudio se puede apuntar que la quimioprofilaxis universal con valganciclovir resul-
ta util para la prevencion de la infeccion por CMV en pacientes con trasplante renal y, aunque las tres técnicas descritas son validas, la de-
terminacion de la carga viral del CMV parece ser la mas adecuada para la monitorizacién de estos pacientes.
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Cytomegalovirus viral load and antigenemia
in the monitorization of prophylactic treatment with
valganciclovir in renal transplant recipients

SUMMARY

Cytomegalovirus (CMV) disease is one of the most relevant infectious complications in solid organ transplant, and we must perform an ap-
propriate prophylactic intervention. The goal of this study was to evaluate the effectiveness of prophylactic treatment with valganciclovir in
renal transplant recipients in the first three months post transplantation by shell vial urine culture assay, and by measuring antigenemia
(pp65) and CMV viral load, the latter by PCR. The population of the study included 100 renal transplant recipients. We analyzed the results
of 36 patients recruited between November 2003 and July 2004 who were receiving a prophylactic oral treatment with valganciclovir, and
who had finished the follow-up period of 90 days. The three tests mentioned above were performed on days 7, 15, 30, 45, 60, 75 and 90.
No positive antigenemia was detected, the virus was cultured in a urine specimen and, in one patient, three measurements of viral load in
serum were positive. Preliminary results of the study suggest that universal chemoprophylaxis with valganciclovir is effective for the preven-
tion of CMV infection in renal transplant recipients and that, although all three tests used were useful, the measurement of CMV viral load
seems to be the most appropriate method for monitoring these patients.
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INTRODUCCION

La enfermedad por citomegalovirus (CMV) es la infec-
cién més importante tras el trasplante de 6rgano sélido, tan-
to por su alta prevalencia (hasta dos tercios de los pacientes
receptores de 6rganos ha tenido contacto con el virus) como
por sus implicaciones pronosticas. En la poblacién general
el virus permanece latente, o se manifiesta como un sin-
drome mononucleosico autolimitado. En los pacientes in-
munodeprimidos, la forma de presentacion varia desde un
cuadro viral inespecifico hasta una neumonitis grave que
puede ser mortal (1-4).

La mayor incidencia de la infeccion se produce duran-
te los tres primeros meses postrasplante (3), secundaria a la
intensidad de la inmunosupresion. Se asocia a una menor
supervivencia del injerto debido a que aumenta el rechazo
agudo, a una mayor expresion de los antigenos del com-
plejo mayor de histocompatibilidad tipo Il que conduce a
nefropatia cronica, y como en caso de infeccion grave se re-
duce mas la inmunosupresion como parte del tratamiento,
aumenta, en consecuencia, el riesgo de rechazo (5-7). En
las series histéricas sin profilaxis, la tasa de infeccion varia
segun el estado seroldgico del donante y del receptor.

Dependiendo del estado seroldgico del donante y del
receptor del injerto renal, existen dos formas de presenta-
cion clinica: infeccion primaria, en la cual el donante trans-
mite la infeccidn a través del injerto renal o los leucocitos,
siendo el receptor serolégicamente negativo (70% a 88%
infectados); e infeccién secundaria, por reactivacion del
CMV latente del receptor, pudiendo ser en este caso el re-
ceptor positivo y el donante positivo (70% infectados) o
negativo (0 a 20% infectados), o presencia de una cepa de
CMV distinta (4, 8).

La profilaxis de la infeccion por CMV consiste en la
administracion de un farmaco con accion frente al virus a
aquellos pacientes con alto riesgo de infeccidn, con el fin
de evitarla. Los pacientes de mayor riesgo son los que re-
ciben un injerto de un donante serolégicamente positivo,
siendo ellos CMV negativo (9, 10). Asimismo, también son
de riesgo los receptores de un injerto de donante positivo,
siendo ellos también CMV positivos, y aquellos pacientes
que aun recibiendo un injerto de un donate negativo y sien-
do el receptor positivo, han recibido una pauta de inmuno-
supresion de induccién con anticuerpos antilinfocitarios,
por el riesgo de activacion del virus latente.

En la actualidad se dispone de varios farmacos antivi-
rales para la infeccion por CMV. El ganciclovir, de amplio
uso en la practica clinica por via intravenosa, dada su es-
casa biodisponibilidad por via oral esta siendo relegado por
otras moléculas. El valganciclovir, profarmaco del ganci-
clovir, con mayor biodisponibilidad por via oral, es el far-
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maco mas usado ahora, como terapéutica, profilaxis y tra-
tamiento anticipado. Esta Ultima modalidad de tratamien-
ton consiste en la deteccidn del virus en la fase replicativa,
cuando todavia no hay manifestaciones clinicas, adminis-
trando el tratamiento de forma precoz Unicamente a aque-
llos pacientes en que se detecte, al contrario que la profila-
xis universal, que se administra de forma generalizada a to-
dos los pacientes considerados de riesgo (10-12).

Es importante hacer un diagnéstico precoz de la infec-
cién para su adecuado tratamiento, asi como una monitori-
zacion de la correcta profilaxis con el f&rmaco empleado.
Para tal fin, las técnicas de deteccion del virus mediante
determinacion del antigeno pp65 en sangre, orina u otros
fluidos orgéanicos, asi como los métodos de deteccién de
DNA del virus en sangre, tanto cualitativos como cuantita-
tivos, han desplazado a los cultivos clasicos y a otros mé-
todos histologicos (12).

Numerosos estudios han demostrado que la cantidad de
CMV se asocia con el desarrollo de enfermedad. Actual-
mente se utiliza la concentracion de antigeno pp65 como in-
dicador de la carga viral (13-16), pero es una técnica muy
laboriosa, el tiempo entre la toma de la muestra y su pro-
cesamiento debe ser menor de tres horas y su interpreta-
cién requiere de personal experimentado. Ahora, para el
diagnéstico precoz, es posible determinar la carga viral, en
términos cuantitativos, mediante amplificacion del DNA
del CMV, lo que permite un diagndstico con alta sensibili-
dad, especificidad y precocidad, anticipandose incluso a las
manifestaciones clinicas, por lo que resulta Util en el trata-
miento anticipado (9, 14, 17-22). La carga viral del CMV
nos permite, asimismo, una monitorizacion de la profilaxis
y del tratamiento (23, 24).

El proposito de nuestro estudio fue establecer la efica-
cia de la profilaxis con valganciclovir en los pacientes re-
ceptores de rifion durante el primer trimestre postrasplante,
mediante la determinacion de la antigenemia (pp65), culti-
vo en Shell-vial de orinay carga viral cuantitativa por PCR
del CMV.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

El estudio, prospectivo, iniciado en noviembre de 2003,
incluye cien pacientes con trasplante renal. En el momen-
to del ingreso se realizd deteccion de IgM e IgG en suero,
y antigenemia (pp65) en sangre y orina, y determinacion de
la carga viral del CMV a los 7, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120,
180 y 360 dias.
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Hasta junio de 2004 disponiamos de 36 pacientes que
habian alcanzado los 90 dias de observacion, y son los que
se valoran en este informe inicial. La edad media era de
47,6 afios (£12,5). Todos presentaban titulos anti-CMV
1gG positivos e IgM negativos en el momento de su inclu-
sion y recibieron valganciclovir de forma profilactica, a
dosis ajustada al aclaramiento de creatinina conforme la si-
guiente pauta:

10-24 ml/min: 450 mg dos veces por semana.
25-39 ml/min: 450 mg cada 48 horas.

40-59 ml/min: 450 mg al dia.

>60 ml/min: 900 mg al dia.

Reaccidon en cadena de la polimerasa

Se estudiaron, en el periodo de 90 dias, 152 muestras de
suero o plasma sometidas a una prueba cuantitativa de am-
plificacién in vitro del DNA del CMV mediante el equipo
Amplicor® CMV Monitor de Roche Diagnostics (Roche
Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA). Esta prue-
ba consta de cuatro procesos: preparacion de la muestra
(extraccion del DNA), amplificacion del DNA por PCR
usando iniciadores especificos (LC383 y LC342), hibrida-
cién con la sonda LC359 y posterior deteccion de los pro-
ductos amplificados. La zona a amplificar es un fragmento
de 365 nucledtidos del gen DNA polimerasa del CMV (25).
La cuantificacion se realiza mediante un proceso de ampli-
ficacion competitiva entre el DNA de la muestra y un es-
tandar interno. La prueba tiene un limite de sensibilidad de
400 copias/ml y un intervalo de deteccion entre 400 y 200.000
copias/ml. De cada muestra se tomaron 200 pl y se proce-
saron siguiendo las instrucciones del fabricante (26, 27).

Antigenemia del CMV

Se detectd la presencia de antigenos del CMV en leu-
cocitos extraidos de sangre periférica, mediante deteccion
cualitativa de la proteina estructural pp65 en leucocitos de
sangre periférica humana aislados de muestras de sangre
completa recogida en EDTA mediante la técnica de detec-
cién con inmunoperoxidasa y visualizacion con microsco-
pia Optica (DiaSorin S.A., Salugia, Italia), cuantificando la
presencia de células que expresan el antigeno en un total de
170 muestras.

Shell-vial

Se analizaron 170 muestras de orina mediante cultivo
celular en Shell-vial (Vircell S.L, Granada, Espafia), detec-
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tando los antigenos inmediato-tempranos virales produci-
dos en el cultivo mediante anticuerpos monoclonales con
tincion fluorescente (Light diagnostics®, Chemicon Inter-
national, Inc., Single Oak Bdrive Temecula, Ca, USA &
Canada).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras el estudio de las muestras de los 36 enfermos, en
los tres primeros meses de seguimiento no se detectd nin-
guna antigenemia (pp65) positiva. En cuanto a la determi-
nacion en orina (cultivo en Shell-vial), hubo una prueba
positiva. Algunas de las muestras no se extrajeron en los
plazos indicados, por lo que no se remitieron al laboratorio
y por tanto no se incluyeron en el cémputo final.

Por lo que se refiere a los resultados de la carga viral
del CMV, tres muestras fueron positivas (>400 particulas/
ml), una de las cuales coincidié con la deteccién urinaria.
Todos los resultados positivos de las distintas pruebas co-
rrespondieron al mismo paciente. Este paciente desarrollo
una enfermedad por CMV diez dias después del periodo de
seguimiento, presentando antigenemia y carga viral positi-
vas. Respecto a los acontecimientos adversos, se observa-
ron 71 casos de leucocitopenia (25,5% de las visitas), de las
cuales siete fueron neutropenia (3% de las visitas), y de és-
tas seis de grado 1 (>1000 neutrofilos) y una de grado 3
(500 a 749 neutrdfilos). Ninguno de los efectos adversos se
relacion6 con el valganciclovir, por lo que no hubo necesi-
dad de retirar el farmaco en ningun enfermo.

Con estos resultados preliminares se puede decir que la
profilaxis universal con valganciclovir es una practica de
gran utilidad para prevenir las infecciones producidas por
CMV. En nuestra serie solo hubo infeccion en el 2,8%, en
comparacion con un 70% a 88% de las series historicas.
Las técnicas utilizadas permiten el diagndstico precoz de la
infeccidn, siendo la deteccion de la carga viral del CMV la
que apunta como la méas sensible. No obstante, a nuestro
juicio, para determinar con méas precision su sensibilidad y
especificidad, seria necesario continuar con el seguimiento
de los enfermos durante un periodo minimo de un afio, du-
rante el cual, al retirar la profilaxis del primer trimestre,
podrian aparecer infecciones. De hecho, y aungue no es el
objetivo del presente estudio, estamos observando la pre-
sencia de infecciones por CMV en algunos pacientes que
ya han superado el tiempo de profilaxis trimestral, con ma-
nifestaciones clinicas o sin ellas, en el intervalo entre el ter-
cer y el sexto mes. En este sentido, nos planteamos si seria
necesario prolongar la profilaxis universal hasta el sexto
mes postrasplante o si seria mas beneficioso, en lugar de
realizar una profilaxis universal, anticiparnos a la infeccién
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y realizar un tratamiento anticipado. En este ultimo caso, la
determinacion de la carga viral del CMV podria ser la téc-
nica de eleccion. Todas estas consideraciones son de ac-
tualidad y es necesario comprobarlas en futuros estudios.
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