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ABSTRACT

Background: the role that cytomegalovirus (CMV) plays in in-
flammatory bowel disease (IBD) is controversial. The diagnosis of
CMV infection in IBD depends on viral identification with hema-
toxylin-eosin (HE) or immunohistochemistry (IHC). Our aim was
to compare the sensitivity of HE and IHC for this diagnosis in IBD
patients.

Patients and methods: a case-control study. Our database
was searched for IBD patients with HE- or [HC-based CMV-posi-
tivity from 1997 to 2007. Controls were selected among IBD in-
patients matched for age and year of diagnosis with CMV. Their
clinical characteristics were analyzed. HE and IHC were per-
formed on biopsies from cases and controls at 6 months before
and after inclusion in the study. In the statistical analysis, p values
below 0.05 were considered significant.

Results: ten IBD patients with CMV infection were identified.
IBD-CMV patients were more steroid-resistant or steroid-depen-
dent (p = 0.03), and underwent a higher number of colonic biop-
sies (p = 0.03). From 97 biopsies analyzed, 12 were HE-negative
and [HC-positive, and 3 showed reversed results. The sensitivity
of HE was 58.6%, 95% CI (38.9-78.3), and that of IHC was
89.7%, 95% CI (76.8-100). We did not find a good level of agree-
ment between both techniques: kappa value 0.55, 95% CI (0.36-
0.75). CMV positivity with THC was associated with the use of
more than one immunosuppressant drug, OR 13.5, 95%CI (1.2-
152.2). Antiviral treatment was useful for CMV patients with
steroid-dependent and steroid-refractory IBD.

Conclusions: [HC shows a 30% higher sensitivity than HE
for the diagnosis of CMV infection in IBD patients. There is no
good level of agreement between both histological techniques.
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INTRODUCTION

The role played by cytomegalovirus (CMV) in inflam-
matory bowel disease (IBD) is controversial (1). This infec-
tious agent has been involved in episodes of IBD exacerba-
tion and in the development of corticoid-refractoriness.
Nonetheless, its presence may be merely explained in terms
of previous colonization, which reactivates in a context of
immunosuppression, thus lacking importance for the evolu-
tion and prognosis of IBD.

The diagnosis of CMV infection in these patients re-
lies on the use of hematoxylin-eosin (HE) staining in or-
der to identify the typical cellular changes induced by the
infectious agent, or via CM V-specific immunohistochem-
istry (IHC) in colonic biopsies. Despite an absence of
comparative studies between both techniques, a higher
sensitivity of IHC compared to HE has been reported in
patients suffering from serious IBD outbreaks (2).

Our goal was to compare, in a case-control study, the
sensitivity of both histological techniques for the diagno-
sis of CMV infection in IBD patients.

METHODS
Clinical study
A review of our Pathology Department archives over

the period from 1997 to 2007 allowed an identification of
patients suffering from IBD with CMV infection in our
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health center (400-bed hospital servicing an adult popula-
tion of 150,000 inhabitants). The diagnosis of IBD was
based on clinical, endoscopic and histological findings
(34). Positivity by histological HE or IHC in colonic
biopsies established the diagnosis of CMV infection. As
we had no serological data, neither antigenemia nor
CMV culture results from every patient included in this
study, such data were not analyzed.

Controls were selected among patients admitted to
hospital in order to control their IBD in the same year in
which the study cases were diagnosed of CMV infection,
and with age differences of less than 5 years from their
corresponding cases.

Clinical histories of both study cases and controls were
reviewed, and type and extension of IBD, time from di-
agnosis and immunosuppressant medication given over
one month prior to admission and in the hospital were all
recorded. Categorization as corticoid-refractory IBD was
considered in the absence of a favorable clinical response
following 10-day intravenous steroid therapy with a dose
of 1 mg/kg body weight, whilst corticoid-dependence
was established on the reappearance of symptoms after a
reduction or suppression of steroidal treatment.

Histology

We carried out a revision of all colonic biopsies from
patients with CMV infection and their control group 6
months before and after the date of inclusion in the study.
In all these samples both histological techniques (HE and
IHC) were reviewed by the same pathologist (AT) in
paraffin-embedded sections.

Positivity for CMV infection with HE was established
by the presence of characteristic cellular changes: cy-
tomegalia and basophilic intranuclear inclusions. To de-
termine the presence of CMV infection with IHC, a bi-
clonal antibody was employed (CCH2 and DDGY;
DAKO 1:25). Tissue slices, previously deparaffined,
were rehydrated, and an antigen-retrieval technique was
applied using citrate buffer pH6 with heat and proteinase
K. Incubation with biclonal mouse antibodies CCH2 and
DDGY was followed by application of the EnVision-
DAKO viewing system. We used CM V-infected pul-
monary tissue for positive control, and as a negative con-
trol we followed all the steps described in the previous
protocol without adding the biclonal antibody. Positivity
for CMV infection was reviewed in all colonic biopsies.

Statistical analysis

Results are shown using the mean and standard devi-
ation (in brackets) values or percentages where appro-
priate. In order to analyze continuous variables the
Mann-Whitney U test was applied, while categorical
variables were evaluated using Fisher’s exact test. The
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Kappa index evaluates the level of agreement between
both histological techniques. Statistical significance
was considered for values of p < 0.05 and 95% confi-
dence intervals (CI95) of clinically significant variables
are shown as well.

RESULTS

Over the period from 1997 to 2007, ten patients
were diagnosed with IBD with CMV infection (6 men
and 4 women), with a mean age of 45.2 (15) years.
Their clinical characteristics are showed in table I.
Seven of these patients were diagnosed with ulcerative
colitis (UC) and 3 with Crohn’s disease (CD). Colonic
lesions were limited to the left colon in 4 patients, and
were pancolonic in 6. Three of these patients were
clinically catalogued as corticoid-resistant, 2 were cor-
ticoid-dependant, and in 5 cases CMV was identified
in colonic biopsies taken during a moderate outbreak
of IBD. In 2 patients the diagnosis of CMV was estab-
lished in the first outbreak of IBD, while in the re-
maining 8 subjects disease duration was 2.1 years (2).
Two of the reported cases proved to be positive for
CMYV while on an active IBD outbreak in more than
one occasion during the study period (cases 2 and 3).

At the time of diagnosis with CMV infection all pa-
tients were under parenteral corticoids; in 5 cases steroids
were associated with azathioprine, and in 3 cases also
with cyclosporine A. During the month prior to admis-
sion, 60% of cases had been given corticoids and azathio-
prine, and 20% infliximab (Table I).

No significant differences were observed between
both groups when considering sex, age, type or IBD ex-
tension. Nevertheless, patients infected with CMV
showed a higher percentage of refractory or steroid-de-
pendant IBD (p < 0.03). IBD duration in the control
group was 5 (8) years, with this being the first outbreak in
40% of these patients (Table II). An oral intake of 5-ASA
was confirmed by 70% of patients in each group. We ob-
served no significant differences with respect to oral
steroid intake in the month prior to admission, or in the
use of immunosuppressant drugs for the treatment of the
acute IBD outbreak between the two groups. Nonethe-
less, the number of patients in whom more than one im-
munosuppressant drug had been prescribed considering
these two periods of time was significantly greater in the
CM V-infected group (90%) than in the control group
(40%) p =0.03,0R 13.5 and CI (1.2-152.2).

A total of 97 colonic biopsies were examined with HE
and THC, 64 of them belonged to the case group and 33 to
the control group. Practically all of these biopsies in-
volved the left colon, and were taken from areas showing
greater endoscopic abnormalities during an active IBD
outbreak. The mean number of biopsies taken from pa-
tients suffering from CMV infection was 6.3 (3), and this
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Table I. Clinical characteristics of patients suffering from IBD and CMV
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Case Sex/Age Presentation IBD 1BD Medication Previous amv
No. type extension outbreak immunodepressants treatment

1 F/28 StR. ucC Left IvSt, Aza, CyA No Ganciclovir
2 M/35 StD. uc Pancolitis IvSt, Aza St, Aza Ganciclovir
3 M/63 Outbreak uc Left IvSt St Ganciclovir
4 F/57 Outbreak CcD Pancolitis IvSt Aza Ganciclovir
5 F/28 Outbreak ucC Left IvSt St, Aza Ganciclovir
6 M/38 StR. uc Left IvSt, Aza, CyA Ifx St, Aza Ganciclovir
7 F/39 StR. ucC Pancolitis IvSt, Aza, CyA St, Aza Ganciclovir
8 M/64 StD. CcD Pancolitis IvSt, Aza St, Aza, Ifx Valganciclovir
9 M/66 Outbreak CcD Pancolitis Iv St No Valganciclovir
10 V/34 Outbreak uc Pancolitis Iv St St, Aza, Ifx Valganciclovir

F: female; M male; StD: steroid-dependance; StR: steroid-resistance; UC: ulcerative colitis; CD: Crohn'’s disease; Iv St: intravenous steroids; Aza: azathioprine; CyA: cyclos-

porine A; Ifx: infliximab.

Table Il. Comparison of clinical variables between the study
group and the control group

CMV + CMV- o
Age (years) 45.2 (15) 48.3 (16) 0.59
Sex (M/F) 6/4 6/4 1
uc/ Cb 7/3 7/3 1
IBD extension

(pancolitis/left colon) 6/4 6/4 1
IBD StR or StD vs. outbreak 5/5 0/10 0.033
Time since IBD diagnosis

(months) 26.1 61 0.93
First IBD outbreak 20% 40% 0.62
Prior oral steroids 80% 30% 0.070
More than one IS in
IBD acute outbreak 50% 10% 0.141
Use of multiple ISs 80% 10% 0.005
Number of biopsies 6.3 (3) 3.1(2) 0.033

M: male; F: female; UC: ulcerative colitis; CD: Crohn's disease; StrD: steroid-de-
pendant; StR: steroid-resistant; IS: immunosuppressant.

value was significantly higher compared with 3.1 (2) in
the control group, p < 0.003.

In the case group, similar results were observed be-
tween both histological techniques in 49 biopsies: 14 of
them being positive in both determinations and 35 being
doubly negative. However, 12 (19%) colonic biopsies
from CMV-infected patients were negative for HE but
positive for THC (Table III). Four of these samples were
taken in the period of 6 months prior to CMV infection,
these being 19% of a total of 20 biopsies obtained during
this period. One of these 12 biopsies was later reclassi-
fied as positive also with HE, showing atypical inclu-
sions. Three biopsies showed positivity by HE but no
CMV findings in IHC. All 33 biopsies from the control
group proved negative for CMV with both techniques.
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Table Ill. Colonic biopsy results for each histological

technique
Study cases Control subjects
(n=10) (n=10)
HE+/IHC+ 14 0
HE-/IHC- 35 33
HE-/IHC+ 12 0
HE+/IHC- 3 0
Total 64 33

HE: hematoxylin-eosin; IHC: immunohistochemistry.

The sensitivity of both histological techniques ob-
tained from the total of 97 biopsies analyzed was 58.6%,
CI95 (38.9-78.3) for HE, and 89.7% for IHC, C195 (76.8-
100). Meanwhile, IHC has a 30% higher sensitivity over
HE to establish the diagnosis of CMV infection, and this
difference was statistically significant (p = 0.01). The
level of agreement between the results obtained in both
techniques when all samples were reviewed showed a
kappa value of 0.55, CI95 (0.36-0.75), with p = 0.0001.

Patients found positive for CMV were given antiviral
treatment. Seven subjects received intravenous ganci-
clovir (5 mg/kg/12 hours) and the other 3 oral valganci-
clovir (900 mg/12 hours). We reported clinical improve-
ment in 2 corticoid-resistant patients (66.6%), who
reached complete recovery, and in 2 corticoid-dependent
subjects (100%) as steroids were discontinued. In one
corticoid-resistant patient proctocolectomy was per-
formed due to treatment failure. In patients with moder-
ate IBD outbreaks antiviral treatment did not interfere
with IBD outcome.
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DISCUSSION

CM V-infection is highly prevalent, and is present in
40-100% of the world adult population (1). Once in the
body, the virus may remain latent and reactivate itself in a
situation of cellular immunodepression (5). The relation-
ship between CMV and IBD is not totally clear. The great
affinity that this virus has for organic tissues with active
inflammation, combined with its high seroprevalence in
patients suffering from UC, led to consider it a mere col-
onizer (6-8). However, CMV has proven to be a patho-
logical agent in 20-30% of serious outbreaks of IBD,
which were refractory to steroidal treatment (9-14). In
these patients, antiviral treatment avoids the necessity for
further surgical treatment and reduces mortality, thus jus-
tifying the active search for this infectious agent (2,15).

At present, the diagnosis of CMV infection in patients
suffering from IBD relies on histological techniques,
since alternative methods such as serology, antigenemia,
viremia, viral isolation or polymerase chain reaction
(PCR) on blood or intestinal tissue have not proven their
usefulness. These methods do not allow differentiation
between a situation of latent colonization or active infec-
tion in which CMV has a pathogenic role (1,5,16).

The finding in colonic biopsies of the characteristic
CMYV changes with HE has traditionally been considered
a gold standard for the diagnosis of CMV infection in
these patients. This technique is highly specific, although
its sensitivity varies widely (10-87%) depending on the
number of biopsies examined and the level of experience
of the pathologist (5,1). Thus, HE may be negative in
20% of patients with corticoid-resistant ulcerative colitis
and CMYV infection, and in 37% of HIV patients with le-
sions of the gastrointestinal tract caused by this virus
(2,17).

Nowadays, IHC is considered the diagnostic technique
of choice, as its sensitivity in patients with serious out-
breaks of IBD has been reported to be higher than the one
obtained with HE (1,2,18). Nonetheless, these values can
decrease whether IHC is carried out in colonic biopsies or
in surgical specimens (13). Moreover, its superiority com-
pared to HE has not been established in all patients suffer-
ing from active IBD (13,19), and there is no comparative
studies between both these histological techniques. Be-
sides, these two histological techniques are performed rou-
tinely in different slices of the same biopsy, which makes
possible the existence of cytomegalia in one slice and neg-
ativity by IHQ in the following one.

Our results show that IHC has a higher sensitivity than
HE. Therefore, in the clinical practice we may expect
30% of results to be false negatives if we use HE as the
only diagnostic technique for CMV detection in patients
suffering from IBD. A similar percentage was observed
in the biopsies obtained in the 6 months prior to diagnosis
in the case group patients, leading to unnecessary diag-
nostic delays. On the other hand, the value obtained in
this study for the Kappa index demonstrates that there is
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no good level of agreement when establishing a diagnosis
of CMV infection between both histological techniques
in colonic biopsies, as this value is lower than 0.8, which
discourages the implementation of a single histological
technique for this diagnosis.

Nevertheless, a generalized search for CMV infection
in active outbreaks of IBD is unjustified due to its low
prevalence (17) and the doubtful benefits of antiviral
treatment (19-21) in these cases. Our data support this
idea, as the benefits of antiviral treatment were only seen
in steroid-refractory or steroid-dependeant IBD patients
in our group.

Recently, non-pathogenic genotypes of CMV have
been identified, which may frequently reactivate in active
IBD and spontaneously disappear without specific antivi-
ral treatment (1,20,21). This new perspective allows to
understand the initial consideration of CMV as a mere
colonizer (7,8) and highlights the multitude of roles that
this infectious agent may play in IBD.

CMV infection in patients suffering from IBD is gen-
erally considered a reactivation of latent viruses rather
than a true primary infection. These patients generally
have a long duration of disease and have been under mul-
tiple immunosuppressant drugs, which favor the reactiva-
tion of previous viral colonization (5,12,15,22). A rela-
tionship between the histological detection of CMV and
previous steroidal treatment (11,17) or treatment received
during an active IBD outbreak (13) has been reported.
Nevertheless, data against this fact have been published
in some papers as well (10,20), and the heterogeneity of
studies carried out do not allow definitive conclusions. In
our patients we observed an association between CMV
identification in colonic tissue by IHC and the use of
more than one immunosuppressant. Therefore, it could
be possible that the use of stronger and combined im-
munosuppressive drugs in IBD may reactivate latent
viruses (23), but this topic needs to be confirmed in
prospective studies.

In conclusion, IHC has a higher sensitivity than HE for
the diagnosis of CMV infection in IBD patients, and
there is no good level of agreement between both histo-
logical techniques. The use of combined immunosup-
pressants is related to a higher detection rate of the virus
by IHC. CMV still plays a controversial role in patients
suffering from IBD, as the significance of this infection is
not the same in all clinical settings.
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Estudio comparativo entre dos técnicas histologicas para el
diagnostico de infeccion por citomegalovirus en biopsias
colorrectales de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

cronica idiopatica
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RESUMEN

Introduccion: el papel que el citomegalovirus (CMV) juega en
la enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) es controvertido. El
diagnoéstico de infeccién por CMV en estos pacientes reside en su
identificacion en el tejido colonico mediante hematoxilina-eosina
(HE) o inmunohistoquimica (IHC). Nuestro objetivo fue comparar
la sensibilidad de ambas técnicas histoldgicas para establecer este
diagnostico.

Pacientes y métodos: estudio caso-control, identificando en
el periodo 1997-2007 aquellos pacientes CMV positivos con HE
o IHQ. Sus controles fueron apareados por edad y afio de diag-
nostico de CMV en los casos. Se realizaron ambas técnicas en las
biopsias de casos y controles obtenidas 6 meses antes y tras su in-
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clusion en el estudio. En el andlisis estadistico consideramos signi-
ficativos los valores de p < 0,05.

Resultados: encontramos infeccion por CMV en 10 pacien-
tes. Estos sujetos presentaban mas frecuentemente una Ell resis-
tente o dependiente de esteroides (p = 0,03) y un mayor nimero
de biopsias de colon (p = 0,03). De 97 biopsias analizadas, 12
fueron HE-negativas e IHC-positivas y 3 mostraron resultados in-
versos. La sensibilidad de HE fue 58,6% IC95 (38,9-78,3) y para
IHQ 89,7% IC95 (76,8-100). No encontramos una buena con-
cordancia entre ambas técnicas histologicas: kappa 0,55 IC95
(0,36-0,75). La positividad para CMV se asoci6 al uso de maés de
un farmaco inmunosupresor, OR 13,5 IC95 (1,2-152,2). El trata-
miento antiviral fue Gtil en la Ell refractaria o dependiente de este-
roides.
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Conclusiones: la IHQ posee una sensibilidad superior a HE
(30%) para el diagnéstico de infeccién por CMV en la ElI, no exis-
tiendo buena concordancia entre ambas técnicas histologicas.

Palabras clave: Citomegalovirus. Enfermedad inflamatoria in-
testinal. Colitis ulcerosa. Enfermedad de Crohn. Inmunodepre-
sién. Diagnostico.

INTRODUCCION

El papel que el citomegalovirus (CMV) desempeiia en
la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) es controverti-
do (1). Este agente infeccioso ha sido relacionado con
episodios de exacerbacion de la EII, asi como al desarro-
llo de corticorrefractariedad. No obstante, su presencia
puede ser debida simplemente a una colonizacién previa
que ha sido desenmascarada en una situacion de inmuno-
depresion, careciendo asi de trascendencia para la evolu-
cién y el prondstico de la EII.

El diagndstico de infeccién por CMV en estos pacien-
tes reside en el empleo de la tincién convencional de he-
matoxilina-eosina (HE) para la identificacion en el tejido
coldnico, de los cambios celulares tipicos inducidos por
el agente infeccioso, o bien mediante la técnica de inmu-
nohistoquimica (IHQ) especifica para CMV. Sin embar-
g0, no disponemos de estudios comparativos sobre la efi-
cacia entre estas dos técnicas. Recientemente, se ha
descrito una mayor sensibilidad de la IHQ frente a HE en
pacientes con brotes graves de EII (2).

Nuestro objetivo ha sido comparar la sensibilidad en-
tre ambas técnicas histoldgicas para establecer el diag-
nostico de infeccién por CMV en una poblacién de pa-
cientes con EII, mediante un estudio caso-control.

METODOS
Estudio clinico

La revision de los archivos del Servicio de Anatomia Pa-
toldgica en el periodo 1997-2007, permitié identificar a
aquellos pacientes con EII e infeccién por CMV de nuestro
medio sanitario (hospital de 400 camas, que atiende a una
poblacion adulta de 150.000 habitantes). El diagnostico de
EII se baso en hallazgos clinicos, endoscépicos e histoldgi-
cos (3.4). La positividad histol6gica mediante HE o IHQ en
las biopsias de colon establecid el diagndstico de infeccién
por CMV. Dado que no disponiamos de datos seroldgicos,
antigenemia o cultivos de CMV de los pacientes incluidos
en este estudio, estos datos no fueron analizados.

Los controles fueron seleccionados entre los pacientes
que precisaron un ingreso hospitalario para el control de
su EII en el mismo afio en que se realizé el diagndstico de
infeccién por CMV en los casos, y cuyas edades diferfan
en menos de 5 afios de estos.
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Las historias clinicas de los casos y los controles fue-
ron revisadas, identificando el tipo y la extensién de la
EIl, el tiempo transcurrido desde su diagndstico y la me-
dicacion inmunosupresora recibida durante el mes previo
a su ingreso y en la hospitalizacién. La catalogacion
como EII corticorrefractaria se realiz6 ante la ausencia de
una respuesta clinica favorable tras 10 dias de tratamien-
to esteroideo intravenoso con dosis de 1 mg/kg de peso,
mientras que la corticodependencia fue establecida ante
la reaparicioén de sintomas tras el descenso o supresion
del tratamiento esteroideo.

Estudio histologico

En los pacientes con infeccién por CMV y en sus con-
troles correspondientes, se revisaron las biopsias de colon
realizadas durante los 6 meses previos y posteriores a la
fecha de inclusién en el estudio. En todas estas muestras
se realizaron ambas técnicas histologicas (HE e IHQ) so-
bre los cortes obtenidos de bloques parafinados, siendo
examinadas por un mismo patélogo (AT).

La positividad para CMV en HE se establecié ante la
presencia de cambios celulares tipicos: presencia de ci-
tomegalia con evidencia de las caracteristicas inclusio-
nes intranucleares basofilas. Para determinar la existen-
cia de CMV mediante IHQ se empled un anticuerpo
biclonal (CCH2 y DDG9; DAKO 1:25). Los cortes del
tejido previamente desparafinado fueron rehidratados,
tras lo que se procedi6 a la recuperacién del antigeno
con tampon citrato pH6 mediante calor y proteinasa K.
A la incubacién con el anticuerpo biclonal de ratén
CCH2 DDG?9 se le afiadi6 posteriormente el sistema de
visualizacién EnVision-DAKO. Como control positivo
se ha utilizado tejido pulmonar con infeccién por CMV
y como control negativo se han realizado todos los pa-
sos descritos en el protocolo previo salvo la incubacién
con el anticuerpo biclonal. En todas las biopsias anali-
zadas se valor6 la existencia o no de reactividad con di-
cho anticuerpo.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan empleando la media y su
desviacion estdndar, entre paréntesis, en el caso de varia-
bles cuantitativas, o mediante su porcentaje si se trata de
variables cualitativas. Para analizar las variables cuantita-
tivas se utiliza la U de Mann Whitney, y en las cualitati-
vas el test exacto de Fisher. El indice kappa valora la con-
cordancia entre ambas técnicas diagndsticas. Se han
considerado significativos en todos los casos aquellos va-
lores de p < 0,05, expresando los intervalos de confianza
95% (IC95) de aquellas variables clinicamente significa-
tivas.
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RESULTADOS

Durante el periodo 1997-2007, 10 pacientes fueron
diagnosticados de EII e infeccién por CMV. Se trataba de
6 varones y 4 mujeres con una edad media de 45,2 (15)
afios, cuyas caracteristicas clinicas se recogen en la tabla
I. Siete de estos pacientes presentaban una colitis ulcero-
sa (CU) y 3 una enfermedad de Crohn (EC), existiendo
una afectacién limitada al colon izquierdo en 4 sujetos y
pancoldnica en 6. Tres de los pacientes fueron cataloga-
dos clinicamente como corticorresistentes, 2 eran cortico-
dependientes y en 5 casos (50%) el CMV fue hallado en
las biopsias de colon realizadas durante un brote modera-
do de EII. En dos pacientes el diagnéstico de CMV se
realizé en el primer brote de EII, mientras que en los 8
restantes el tiempo medio de evolucién fue de 2,1 (2)
afios. Dos de estos casos presentaron positividad para
CMV asociado a brotes activos de EII en mds de una oca-
sién durante el periodo de estudio (casos 2y 3).

En el momento del diagnéstico de infeccién por CMV
todos los pacientes estaban recibiendo corticoides por via
parenteral, en 5 casos se asociaba azatioprina y en 3 tam-
bién ciclosporina A. Durante el mes previo al ingreso, el
60% de los casos habian recibido corticoides y azatiopri-
na y un 20% infliximab (Tabla I).

No existieron diferencias entre los casos y sus contro-
les respecto al sexo, la edad, el tipo o la extension de la
EIl. No obstante, los pacientes con infecciéon por CMV
presentaban en mayor porcentaje una EII refractaria o de-
pendiente de esteroides (p < 0,03). El tiempo medio de
evolucién de la EII en el grupo control era de 5 (8) afios,
siendo el primer brote para un 40% de estos pacientes
(Tabla II). El consumo de 5-ASA oral fue mencionado
por un 70% de los sujetos en cada grupo. No encontra-
mos diferencias significativas entre ambos grupos res-
pecto al consumo de esteroides en el mes previo a su in-
greso ni al tratamiento inmunosupresor empleado en el

brote agudo de EII. Sin embargo, el nimero de pacientes
que habian recibido mds de un firmaco inmunosupresor,
considerando ambos periodos de tiempo, era superior en
los pacientes con CMV (90%) respecto a los sujetos con-
trol (40%) p = 0,005, OR 13,5 ¢ IC95 (1,2-152,2).

En total fueron analizadas 97 biopsias de colon me-
diante HE e IHQ, 64 de las cuales pertenecian a los casos
y 33 a los controles. La prictica totalidad de estas mues-
tras procedian del colon izquierdo, reflejando aquellas
dreas que presentaban una mayor afectacion endoscopica
durante el brote activo de EII. El nimero medio de biop-
sias realizadas en los pacientes con infecciéon por CMV
era de 6,3 (3), siendo superior al que presentaban los su-
jetos control de 3,1 (2), p < 0,003.

Existieron resultados concordantes entre ambas técni-
cas histoldgicas en 82 de las 97 biopsias, presentando
14 muestras positividad en ambas técnicas y 68 una do-
ble negatividad. Sin embargo, 12 biopsias de colon perte-
necientes a los pacientes con CMV (19%) fueron negati-
vas con HE y positivas para IHQ (Tabla III). Cuatro de
estas muestras (19%) pertenecian al grupo de 20 biopsias
realizadas durante el periodo previo al diagnéstico de in-
feccion por CMV en los casos. Posteriormente una de
ellas fue reevaluada como positiva para HE al presentar
inclusiones atipicas. Tres biopsias mostraron positividad
en HE con negatividad para IHQ. Las 33 biopsias perte-
necientes a los pacientes control mostraron negatividad
para CMV mediante ambas técnicas.

Los valores de sensibilidad de ambas técnicas histo-
l6gicas obtenidos respecto al total de biopsias fueron
del 58,6% 1C95 (38,9-78.3) para HE y de 89,7% 1C95
(76,8-100) para IHQ. Por tanto, la IHQ posee una sen-
sibilidad superior en un 30% a la de HE para establecer
el diagndstico de infeccidn por CMYV, siendo esta dife-
rencia estadisticamente significativa (p = 0,01). La
concordancia encontrada entre los resultados de ambas
técnicas histoldgicas en el total de muestras analizadas

Tabla I. Caracteristicas clinicas de los pacientes con Ell y CMV

Caso Sexo/Edad Presentacion Tipo Ell Extension Medlicacion Inmunosupresores Tratamiento
Ell brote mes previo cmv
1 M/28 CorticoR. Ccu Izquierda Coriv., Aza, CyA No Ganciclovir
2 V/35 CorticoD. Cu Pancolitis Coriv., Aza Cor, Aza Ganciclovir
3 V/63 Brote (@] Izquierda Coriv. Cor Ganciclovir
4 M/57 Brote EC Pancolitis Cori.v. Aza Ganciclovir
5 M/28 Brote Ccu Izquierda Coriv. Cor, Aza Ganciclovir
6 V/38 CorticoR. Cu Izquierda Cori.v. Aza, CyA, Ifx Cor, Aza Ganciclovir
7 M/39 CorticoR. Ccu Pancolitis Cori.v., Aza, CyA Cor, Aza Ganciclovir
8 V/64 CorticoD. EC Pancolitis Coriv., Aza Cor, Aza, Ifx Valganciclovir
9 V/66 Brote EC Pancolitis Coriv. No Valganciclovir
10 V/34 Brote Cu Pancolitis Coriv. Cor, Aza, Ifx Valganciclovir

M: mujer; V: varén; CorticoR.: corticorresistente; CorticoD.: corticodependiente; CU: colitis ulcerosa; EC: enfermedad de Crohn; Cor i.v.: corticodes intravenosos; Aza: aza-
tioprina; CyA: ciclosporina; Ifx: infliximab.
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Tabla Il. Comparacion de variables clinicas entre casos y

controles
CMV + CMV- o
(n=10) (n=10)
Edad (afos) 45,2 (15) 48,3 (16) 0,59
Sexo (V/M) 6/4 6/4
CU/EC 713 713 1
Extension Ell
(pancolitis/colitis izquierda) ~ 6/4 6/4 1
Ell CR o CD vs. brote Ell 5/5 0/10 0,033
Tiempo de evolucién Ell
(meses) 26,1 61 0,93
Primer brote Ell 20% 40% 0,62
Esteroides orales previo
brote 80% 30% 0,070
Mas de 1 farmaco IS en
brote agudo Ell 50% 10% 0,141
Consumo de varios IS
(previo mas hospitalizacion)  80% 10% 0,005
NUmero de biopsias 6,3 (3) 3,1Q) 0,033

V: varén; M: mujer; CU: colitis ulcerosa; EC: enfermedad de Crohn; CD: cortico-
dependiente; CR: corticorresistente; IS: inmunosupresores.

Tabla IIl. Resultados de las biopsias de colon empleando
ambas técnicas histoloégicas

Casos Controles

(n=10) (n=10)
HE+/IHQ+ 14 0
HE-/IHQ- 35 33
HE-/IHQ+ 12 0
HE+/IHQ- 3 0
Total 64 33

HE: Hematoxilina-eosina; IHC: Inmunohistogquimica.

obtuvo un valor kappa de 0,55 (IC 0,36-0,75) con p =
0,0001.

Los pacientes positivos para CMV recibieron tratamien-
to antiviral, en 7 casos con ganciclovir intravenoso (5 mg
x kg/12 horas) y en 3 con valganciclovir oral (900 mg/12
horas). Consideramos que existié un beneficio clinico en
2 sujetos corticorresistentes (66,6%) y 2 corticodependien-
tes (100%), al lograr la recuperacion clinica y la supresion
del tratamiento esteroideo respectivamente. Un paciente
corticorresistente fue proctocolectomizado ante el fracaso
del tratamiento. En los pacientes con brote moderado de
EIl, el tratamiento antiviral no varid su evolucion.

DISCUSION

La infeccién por CMV es muy prevalente, afectando a
un 40-100% de la poblacién adulta mundial (1). Una vez
adquirido, el virus permanece latente y puede reactivarse
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en situaciones de inmunodepresion celular (5). La rela-
cion existente entre CMV y EII no esta totalmente aclara-
da. La gran afinidad que este virus posee por los tejidos
orgdnicos con inflamacion activa junto a su alta seropre-
valencia en pacientes con CU llevaron inicialmente a
considerarlo como un mero colonizador (6-8). Sin embar-
go, CMV ha demostrado ser un agente patégeno en el 20-
30% de los brotes graves de EII refractarios al tratamien-
to esteroideo (9-14). En estos pacientes, el tratamiento
antiviral evita en un alto porcentaje la cirugia y disminu-
ye la mortalidad, estando justificada la bisqueda activa
de este agente infeccioso (2,15).

Actualmente, el diagndstico de infeccion por CMV en
los pacientes con EII reside en las técnicas histoldgicas,
dado que otros métodos como la serologia, la antigene-
mia, la viremia, el aislamiento viral o la reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) en sangre o tejido intestinal no
han demostrado su utilidad, al no permitir diferenciar en-
tre una colonizacidn latente o una infeccidn activa donde
el CMV tiene un efecto patégeno (1,5,16).

La demostracién en las biopsias de colon de cambios
celulares tipicos mediante HE era cldsicamente conside-
rado como “gold standard” para establecer el diagnosti-
co de infecciéon por CMV en estos pacientes. Esta técnica
posee una alta especificidad, pero su sensibilidad varia
ampliamente (10-87%) dependiendo del nimero de biop-
sias analizadas y del grado de experiencia del pat6logo
(5,1). Asi, la HE es negativa en un 20% de pacientes con
colitis ulcerosa corticorresistente e infecciéon por CMV y
en el 37% de pacientes VIH con lesiones del tracto gas-
trointestinal causadas por este virus (2,17).

Hoy en dia, la IHQ constituye la técnica diagndstica de
referencia dado que su sensibilidad en los pacientes con
brotes graves de EII se ha mostrado superior a la obtenida
con HE (1,2,18). Sin embargo, su valor puede disminuir
si la técnica se realiza sobre biopsias de colon frente a
piezas quirdrgicas (13), su superioridad sobre la HE no
ha sido fehacientemente establecida en los pacientes con
EII activa (13,19) y no existen estudios comparativos so-
bre la rentabilidad diagndstica de ambas técnicas. Por
otra parte estas se efectian sobre distintos cortes de una
misma biopsia, haciendo posible la visualizacién de cito-
megalia con inclusién en un corte y la negatividad con
IHQ en el inmediatamente posterior.

Los datos aqui expuestos confirman la mayor sensibi-
lidad de la THQ, pudiendo esperar un 30% de resultados
falsamente negativos si en la préctica clinica empleamos
HE como tnica técnica para el diagndstico de infeccidon
por CMV en pacientes con EIl. Asi mismo el porcentaje
de falsos negativos se mantiene en el andlisis de las biop-
sias previas de los pacientes con infeccién por CMV, lo
que puede traducirse en retrasos diagndsticos. Por otra
parte, los valores del indice kappa obtenidos demuestran
que no existe una buena concordancia entre los resulta-
dos de ambas técnicas histoldgicas realizadas sobre biop-
sias de colon para establecer el diagndstico de infeccion
por CMV en pacientes con EII, al no alcanzarse cifras su-
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periores a 0,8, lo que desaconseja la realizacién de una
Unica técnica para la bisqueda de esta infeccidn activa.
Sin embargo, la deteccidn sistematica de CMV en los
brotes activos de EII no estd justificada dada su baja pre-
valencia (18) y el dudoso beneficio del tratamiento anti-
virico que se obtiene en estos casos (19-21). Nuestros re-
sultados confirman esta idea, dado que sélo en los
pacientes con EII refractaria o dependiente de esteroides
se obtuvo un beneficio tras el empleo de este tratamiento.
Recientemente han sido caracterizados genotipos no
patogénicos de CMYV, los cuales se reactivarian frecuen-
temente en la EII activa y desaparecerian sin un trata-
miento antivirico especifico (1,20,21). Este novedoso
concepto permite explicar la consideracién inicial de
CMYV como un mero colonizador (7,8) y sefiala la multi-
plicidad de papeles que este agente puede jugar en la EII.
La infeccién por CMV en los pacientes con EII suele
tratarse de la reactivacion de un virus latente y no de una
verdadera primoinfeccion. Estos pacientes generalmente
tienen una larga evolucion de la enfermedad y han sido
sometidos a multiples tratamientos inmunosupresores
que favorecen la reactivacién de una colonizacién viral
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anterior (5, 12,15,22). Se ha descrito una asociacion entre
la deteccioén histolégica de CMV y el tratamiento esteroi-
deo previo (11,17) o recibido durante el brote activo de
EIl (13). Sin embargo existen evidencias en contra
(10,20) y la heterogeneidad de los estudios no permite
extraer conclusiones definitivas. En este trabajo hemos
encontrado una asociacion entre la infecciéon por CMV en
el tejido coldnico detectada mediante IHQ y el empleo de
mds de un fdrmaco inmunosupresor. Consideramos que el
uso en la EIl de inmunosupresores mds potentes y combi-
nados puede tener resultados directos en la reactivacion
de virus latentes, aunque esta afirmacién necesita ser
confirmada mediante estudios prospectivos (23).

En resumen, la IHQ posee una mayor sensibilidad res-
pecto a la HE para establecer el diagndstico de infeccion
por CMV en los pacientes con EII activa, no existiendo
una buena concordancia entre ambas técnicas histolégi-
cas. El empleo de una inmunosupresién combinada se re-
laciona con una elevada deteccién por IHQ de este virus.
CMV sigue jugando un papel controvertido en los pa-
cientes con EII, ya que la repercusion de esta infeccidn
no es la misma en distintas situaciones clinicas.



