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La respuesta inmunitaria T frente al citomegalovirus (CMV) es esencial en el control de la replicacién viral.
La cuantificacién de linfocitos T CD4* y T CD8* funcionales frente a ciertas especificidades antigénicas del
CMV mediante citometria de flujo, ELISPOT o el método comercializado QuantiFERON®-CMV permite esti-
mar con relativa precisién el riesgo de infeccién activa y enfermedad por el CMV en el marco del trasplante
de 6rgano sélido (TOS). La monitorizacién virolégica e inmunolégica conjunta de la infeccién por el CMV
podria permitir individualizar y optimizar los tratamientos antivirales en el TOS, aunque no hay experien-
cia clinica contrastada al respecto. La transferencia adoptiva de células T autblogas especificas frente al
CMV, previa seleccién con multimeros HLA-péptidos o después de ser activadas y expandidas ex vivo, pue-
de ser una alternativa terapéutica eficaz en el manejo de la infeccién activa o enfermedad organica por el
CMV refractario al tratamiento antiviral. Se han desarrollado varias vacunas frente al CMV que se han mos-
trado seguras e inmunogénicas en ensayos preclinicos o clinicos fase I, pero hasta el momento ninguna ha
sido evaluada en ensayos clinicos fase III, por lo que no estan licenciadas para uso clinico.
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Immunological monitoring strategies for cytomegalovirus infection.
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ABSTRACT

T-cell response to cytomegalovirus (CMV) is essential in the control of viral replication. Quantification of
functional CD4* and CD8*T lymphocytes against certain CMV-antigen specificities through flow cytometry,
ELISPOT or the QuantiFERON®-CMV kit allows fairly accurate estimation of the risk of active infection and
CMV disease in solid organ transplantation (SOT). Combined virological and immunological monitoring of
CMV infection could allow antiviral treatments to be individually tailored and optimized in SOT, although
clinical experience is currently lacking. The adoptive transfer of CMV-specific T cells before selection with
multimer HLA peptides or after activation and expansion ex vivo could be an effective therapeutic
alternative in the management of active infection or organic CMV disease refractory to antiviral therapy.
Several CMV vaccines have been developed, which have been shown to be safe and immunogenic in
preclinical and Phase I clinical trials. However, to date, none of these vaccines has been evaluated in Phase
Il clinical trials and consequently none has been approved for clinical use.
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Control inmunolégico de la infeccion por el CMV

El control de la infeccién por el citomegalovirus (CMV) es un pro-
ceso complejo en el que intervienen, de forma coordinada y conjun-
ta, la inmunidad innata y adaptativa. Hay mltiples evidencias que
prueban que la respuesta inmunitaria T es esencial en el control de
la infeccién primaria y recurrente por el CMV. La expansién de linfo-
citos Toy CD8*/CD4* especificos efectores (citotoxicos y/o producto-
res de citocinas) resulta determinante en la resolucién de la replica-
cién viral2 El espectro de proteinas virales reconocidas por linfocitos
T CD8* y CD4* es extraordinariamente amplio (alrededor de un 70%
del proteoma de CMV), aunque pp65 e IE-1 son inmunodominantes
en la mayoria de individuos'*#. Entre un 1 y un 40% de los linfocitos
T CD4*/CD8* en sujetos inmunocompetentes con infeccién crénica
por CMV reconoce especificamente antigenos del virus'2 Esta frac-
cién de linfocitos T CMV-especificos muestra caracteristicas de se-
nescencia, por lo que se ha relacionado la infeccién crénica por CMV
con el envejecimiento prematuro del sistema inmunitario®®. Los lin-
focitos Tyd (V52e¢) también parecen mediar respuestas protectoras,
particularmente en las mucosas. La expansién de esta subpoblacion,
capaz de lisar fibroblastos infectados por el CMV ex vivo sin restric-
cién haplotipica HLA, se asocia al control de la infeccién activa por el
CMV en trasplantados renales’®.

La inmunidad innata desempeifia un papel igualmente relevante
en el control de la infeccién por CMV'®"", como lo sugieren los si-
guientes hallazgos: a) la presencia del polimorfismo homocigoto Ar-
g753GIn en el gen que codifica Toll-like receptor 2 (TLR-2) se asocia a
un mayor riesgo de infeccién activa y enfermedad organica en el
trasplante hepatico'; b) la incidencia de infeccion activa de novo o
recurrente es mayor en los receptores de trasplante renal portadores
del haplotipo killing immunoglobulin-like receptors B (KIR B), que in-
tegra genes KIR preferentemente activadores, que en los portadores
del haplotipo KIR A, que incluye genes inhibidores®; c) en el tras-
plante de progenitores hematopoyéticos (TPH), la expansién de célu-
las NK CD16*/CD94-NKG2C* productoras de IFNy permite el control
de la infeccién por CMVH en ausencia de tratamiento antiviral y de
una respuesta adaptativa detectable'.

La respuesta humoral mediada por anticuerpos neutralizantes
frente a gB y gH protege parcialmente frente a la adquisicién del virus

Tabla 1

y limita la gravedad de la infeccién primaria'®''6-*®, No hay unanimi-
dad, sin embargo, en cuanto a su papel en el control de la reactivacién
viral en trasplantados®?'. La administracion de gammaglobulina
hiperinmune frente al CMV reduce la incidencia del sindrome CMV en
el trasplante renal* e incrementa la tasa de supervivencia en el tras-
plante hepatico?. La hipogammaglobulinemia grave (< 400 mg/dl) se
asocia a un mayor riesgo de infeccién por CMV en el trasplante de co-
razén y pulmén?, pero no en el de higado®. La determinacién del se-
roestatus CMV al final de la profilaxis en pacientes D+R- no mostraba
utilidad para predecir el desarrollo de la enfermedad, pero si cuando se
hacia a los 6 meses postrasplante?®?’, La mayoria de estos estudios, sin
embargo, no cuantificaban las respuestas B frente a las proteinas virales
UL128, UL130 y UL131, ausentes en la cepa de referencia AD169 y nece-
sarias para la penetracién del virus en las células®®%, El papel de los
anticuerpos neutralizantes en el control de la infeccion por el CMV
debe ser, por lo tanto, cuidadosamente revaluado.

Métodos de cuantificacion y analisis de linfocitos T
CMV-especificos

Se dispone de varios métodos de laboratorio para la cuantifica-
cién y tipificacion funcional ex vivo de linfocitos T CD8* y T CD4*
CMV-especificos (tabla 1). Los métodos que emplean multimeros
HLA-péptido permiten determinar el nimero de linfocitos T que re-
conocen un determinado epitopo viral, pero no informan de su fun-
cionalidad. Contrariamente, los métodos basados en la cuantificacién
de poblaciones T que expresan determinadas proteinas de superficie
(CD3/CD4/CD8/CD27/CD28/CCR5/CD62L/CD69/CD107a-b/PD-1) y/o
intracelulares (IL-2, IFNy o TNFo, MIP1-B) en respuesta a un estimulo
viral permiten la cuantificacién de linfocitos T antigeno-especificos
funcionales. La técnica ELISPOT no distingue entre T CD4*y T CD8*y
s6lo puede evaluar un Ginico marcador funcional (IFNy o TNFq, habi-
tualmente). EI QuantiFERON®-CMV (Cellestis Ltd., Melbourne, Aus-
tralia) permite estimar la respuesta mediada por linfocitos T CD8*
frente a epitopos inmunogénicos de CMVH (contenidos en IE-1, IE-2,
pp65, pp50, pp150, gB, US2, US6, UL16 y UL18) presentados por un
amplio espectro de especificidades HLA, a través de la cuantificacion
de IFNy. Ninguno de estos ensayos, a excepcion del QuantiFERON®-
CMV recientemente comercializado, esta estandarizado-3,

Métodos inmunolégicos para el estudio de la respuesta mediada por los linfocitos T frente al citomegalovirus (CMV)

Caracteristicas Multimeros HLA-péptido ICS ELISPOT QuantiFERON®-CMV

Muestra/ volumen CMNSP/0,5-1 ml SC o CMNSP/1-2 ml CMNSP/10 ml SC/3-5 ml

Duracién 1-2h 8-10 h 24-48 h 24-48 h

Antigeno Péptido individual Péptido individual/libreria Péptido individual/libreria Combinacién de péptidos pp65/

(pp65, IE-1, pp50)

de péptidos/lisado/proteinas
recombinantes/células
dendriticas infectadas con CMV-

de péptidos/lisado/proteinas
recombinantes/células
dendriticas infectadas con

gB/IE-1/pp50

VR-1814 CMV-VR-1814
Conocimiento previo del epitopo Si No No No
Distingue T CD4+ de T CD8* Si Si No Péptidos disefiados para
estimular a CD8+
Analisis funcional No (sélo si se combina con ICS) Si Si Si
Andlisis fenotipico Si Si No No
Conocimiento previo de HLA Si No No No
necesario
Comentarios: (V) Resultados en 1-2 h (V) Caracterizacion cuali y (V) Permite congelacién (V) Aprobado en Europa

- Ventajas (V)
- Limitaciones (L)

(L) Requiere citémetro de flujo
(L) No estandarizado

cuantitativa
(L) Requiere citométro de flujo
(L) No estandarizado

de muestras y su envio a
laboratorio de referencia

(L) Requiere purificar CMNSP
(L) No estandarizado

(V) Facil de hacer y minima
manipulacién

(L) Sensible a linfopenia

(L) No cubre a pacientes con
alelos raros de HLA clase |

CMNSP: células mononucleares de sangre periférica; ICS: marcaje intracelular; SC: sangre completa.
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Tabla 2

Marcadores inmunolégicos de proteccién frente al citomegalovirus humano (CMVH) en el trasplante de 6rgano sélido (TOS)

Trasplante/serologia-CMV* Método Poblacién T Antigeno Proteccion frente a Referencia
Rifién/- ICS CD4* IFNy Lisado viral Sindrome CMVH Gamadia et al, 2003
Pulmén/+ ICS CD4* [FNy Lisado viral Infeccién activa Sester et al, 2005
Corazén/pulmén/+ ICS CD8* IFNy Péptidos solapados IE-1 Enfermedad orgénica Bunde et al, 2005
Corazén/pulmén/ rifidn/+ ICS CD4*/CD8* IFNy CD infectadas CMV-VR1814 Infeccién activa Gerna, et al, 2006;
Lilleri et al, 2007
Higado/+ 0 - ICS CD4+ IFNyy/o IL-2 Lisado Infeccién activa Nebbia et al, 2008
Higado/ + 0 - ICS CD8* IFNy Péptidos solapados pp65 Infeccién activa Nebbia et al, 2008
Rifién/+ o - ICS/multimero CD8* IFNy Péptidos solapados pp65 Infeccién activa Mattes et al, 2008
Péptido NLV
CD8*
Pulmén/+ QF-CMV CD8*IFNy Péptidos (pp65/IE-1/gB/pp50)  Infeccion activa Westall et al, 2008
Pulmén/rifién/higado/pancreas/+ o -  QF- CMV CD8* IFNy Péptidos (pp65/IE-1/gB/pp50) Enfermedad organica Kumar et al, 2009
Rifién/corazén/ pulmén/+ o - ELISPOT CD8* IFNy Péptidos solapados pp65 Sindrome CMV/ enfermedad Crough et al, 2007

Rifién/+ ICS/multimero CD4*/CD8* PD-1

Higado/+ Multimero CD8* PD-1

Lisado viral/péptido pp65
Péptido pp65

organica

Infeccién activa Sester et al, 2008

Sindrome CMVH/ enfermedad La Rosa et al, 2008

organica

CD: células dendriticas; ICS: marcaje intracelular; IFNy: interferén gamma; IL-2: interleucina 2; PD-1: programmed death-1; QF-CMV: QuantiFERON®-CMV.

*Serologia del receptor frente a CMV.

Estrategias de monitorizacion inmunolégica de linfocitos T

La monitorizacién conjunta virolégica e inmunolégica de la infec-
cién por el CMV podria permitir individualizar y optimizar los trata-
mientos antivirales en trasplantes de érgano sélido (TOS)**. En TPH
se dispone de marcadores inmunolégicos que correlacionan acepta-
blemente con el riesgo de desarrollo de infeccién activa y enferme-
dad orgénica por el CMV3*%’, En TOS se ha documentado exhaustiva-
mente la existencia de una relacién inversa entre los valores
periféricos de linfocitos T CD4* y/o CD8* citot6xicos o productores de
IFNy, TNFo y/o IL-2 frente a CMV y el riesgo de desarrollo de enfer-
medad y/o infeccién activa®-3*38-48 (tabla 2). La cuantificacién de los
linfocitos T CD8*/CD4* multifuncionales (CD107a+IFNy/TNFo+IL-2)
permite predecir con mayor precisién el riesgo de desarrollo de in-
feccion activa o enfermedad organica que el simple recuento de lin-
focitos T CD8* CMV-especificos (multimeros) o de poblaciones mo-
nofuncionales (productoras de IFNy, TNFo o IL-2). La caracterizacién
fenotipica de los linfocitos T CMV-especificos también ofrece infor-
macién sobre el riesgo de aparicién de infeccién activa y enfermedad
por CMV. En este sentido, la expresién del marcador programmed
death-1 (PD-1) en la superficie de los linfocitos T CMV-especificos se
ha vinculado con un riesgo elevado de desarrollo de infeccién activa,
sindrome CMV y enfermedad organica**>°. Ademas, ciertos polimor-
fismos de PD-1 se han asociado con el desarrollo de infeccién por
CMV en trasplantados de rifién®, y el analisis combinado de la expre-
sion de PD-1 junto con la produccién de citoquinas ha mostrado su
utilidad para identificar a pacientes trasplantados de higado con
riesgo de enfermedad tardia por CMV*,

Tratamientos de base inmunolodgica
Inmunoterapia adoptiva

La transferencia adoptiva de células T CMV-especificas se ha de-
mostrado eficaz en la prevencién de la ADNemia viral y en la resolu-
cién de episodios de infeccion activa y enfermedad organica refracta-
rios a los tratamientos antivirales convencionales®?%. Estas células
pueden ser transferidas directamente del donante (o del propio re-

ceptor en el caso de TOS) previa seleccién con multimeros HLA-pép-
tidos, o después de ser activadas y expandidas ex vivo. En este sentido
hay muiltiples protocolos de expansién que emplean como antigeno
estimulante péptidos individuales, librerias solapadas de péptidos,
células dendriticas pulsadas con péptidos o proteinas virales recom-
binantes®. La eficacia de la transferencia adoptiva de linfocitos T no
s6lo depende de la funcionalidad de las células infundidas, sino tam-
bién de su estado de diferenciacién, capacidad proliferativa y longevi-
dad. En el TPH se ha demostrado que cuanto menos diferenciadas son
las células transferidas mas perviven y protegen frente al CMV en el
receptor®®, En el TOS existe poca experiencia al respecto®.

Vacunacion profildctica

Durante las dltimas décadas se han desarrollado varias vacunas
frente al CMV que emplean antigenos de distinta naturaleza (virus
vivos atenuados, virus recombinantes, proteinas/péptidos inmuno-
génicos o ADN viral), y que se han mostrado seguras e inmunogéni-
cas en ensayos preclinicos o clinicos fase I, pero hasta el momento
ninguna ha sido evaluada en ensayos clinicos fase III, por lo que no
estan licenciadas para uso clinico™, La vacuna de virus vivo atenua-
do Towne minimiza la gravedad de la enfermedad por el CMV en
pacientes CMV-seronegativos receptores de trasplante renal de do-
nante CMV-seropositivo, pero no previene la infeccién primaria®2,
Los prototipos de vacunas que emplean como inmunégenos virus
recombinantes (canarypox gB/pp65 o adenovirus gB/epitopos T de
pp65, IE-1, pp150, gB,IE-2,pp50, gH, ADNsa) o vectores replicativos
(alphavirus gB/proteina de fusion pp65-IE-1) generan respuestas B y
T de magnitud variable®-7°, No hay datos acerca de su eficacia en la
prevencion de la infeccién por el CMV. La vacuna subunitaria recom-
binante gB, administrada con el adyuvante MF59, genera una repues-
ta de anticuerpos neutralizantes comparable a la que se observa tras
la infeccién natural. En un ensayo reciente se ha demostrado que
protege frente a la infeccién primaria en un 50% de los sujetos
vacunados®®%’. Recientemente se ha desarrollado una vacuna ADN
bivalente (VCL-CBO1) que contiene dos plasmidos que codifican para
gB y pp65, respectivamente. Su inocuidad e inmunogenicidad en su-
jetos sanos CMV-seropositivos y CMV-seronegativos han sido acredi-



S. Cantisdn Bohorquez et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2011,29(Supl 6):28-32 31

tadas en un ensayo clinico fase I. La fase II, llevada a cabo en donantes
y receptores de TPH CMV-seropositivos, se ha completado y, a falta
de los resultados finales, el andlisis provisional de éstos indica que la
vacuna incrementa la respuesta de células T""72,
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