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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas se han producido grandes
avances en todo lo que conocemos como Medicina
del Trasplante. Hoy en dia se consiguen cifras de
supervivencia del injerto y del trasplantado a tres
afnos que superan ampliamente el 75%. Puesto que
la funcionalidad del 6rgano trasplantado mejora
progresivamente, y seguird mejorando, es evidente
que los profesionales deben centrar sus esfuerzos
en controlar las complicaciones que se producen por
la condicion de inmunodeprimido de todo paciente
trasplantado, entre ellas las infecciones. En este
campo también se han producido avances
extraordinarios, en concreto en el diagnostico y
prevencion, lo que ha reducido significativamente la
morbilidad y mortalidad por esta causa. Aun asi, la
infeccion sigue constituyendo el factor negativo mas
importante a corto y medio plazo.

El laboratorio de microbiologia clinica desempefa
un papel crucial en el diagnéstico y seguimiento de
los trasplantados. De hecho, existe una relacion
mutua muy estrecha y biunivoca entre el desarrollo
de un programa de trasplantes en un hospital
determinado y el laboratorio que ofrece sus servicios.
Por una parte, la existencia de dicho programa
condiciona la estrategia, organizacion interna y
utilizacion de recursos dentro de los servicios de
microbiologia quienes, a su vez, se benefician
enormemente del conocimiento cientifico y desarrollo
generado alrededor del trasplante. Por otra, el hecho
de que el programa de trasplante cuente con un
laboratorio bien dotado técnicamente va a afectar
decisivamente a la calidad final y al éxito de éste.

Por todas estas razones, el laboratorio de
microbiologia deberia ser consultado antes de iniciar
nuevos trasplantes. Se debe comprobar su
capacitacion técnica y adecuarla a las exigencias en
caso necesario. En general, cualquier programa de
trasplante requiere que el laboratorio disponga de
una amplia cartera de servicios de alta calidad en
todas las areas funcionales en que suele estar
dividido: bacteriologia, micologia, virologia,
parasitologia y serologia. La oferta diagndstica debe
estar guiada por criterios eminentemente précticos,
en particular por la disponibilidad de técnicas de
respuesta rapida, campo en el que también se ha
avanzado mucho. La integracion del microbidlogo en
los equipos multidisciplinarios de trasplante sera un
factor clave para el éxito del trasplante, no sélo por
los beneficios directos para el paciente, sino porque
s6lo asi sera posible que su oferta diagndstica se
modifique y adapte a un escenario que,
necesariamente, es y sera cambiante.

En la presente edicion de este Procedimiento se
revisan los conceptos basicos que influyen a la hora
de definir la estrategia a poner en practica por el
laboratorio de microbiologia. A continuacion se
delinean las lineas generales que deben guiar dicha
estrategia general. Por ultimo, se revisan, desde una
vision eminentemente practica, los métodos
diagndsticos actuales para los patéogenos mas
importantes por su frecuencia o la gravedad de las
infecciones que causan.

2. CRONOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO DE LA
INFECCION EN EL TRASPLANTADO
2.1.TRASPLANTE DE ORGANO SOLIDO

2.1.1. Factores de riesgo de infeccion. En el
receptor de un trasplante de 6rgano sdlido (TOS) se
combinan tres circunstancias que le hacen
especialmente  susceptible al desarrollo de
complicaciones infecciosas: a) las acumuladas por la
patologia de base del receptor, b) las derivadas del
procedimiento quirdrgico y requerimientos
asistenciales, y c) las relacionadas con el tratamiento
inmunusupresor.  Estos tres  procesos son
especialmente criticos en el postrasplante inmediato,
donde el riesgo de infecciéon nosocomial y las dosis
de inmunosupresion son maximas y algunos de los
problemas vinculados a la enfermedad de base
todavia estan presentes (tabla 1).

No todos los problemas derivados de la
enfermedad que condiciona la necesidad de
trasplante se resuelven con éste, o al menos, no de
forma inmediata. En el caso del trasplante hepatico,
los signos de hipertension portal, el riesgo de
sangrado, la trombopenia asociada al
hiperesplenismo todavia perduran en los primeros
dias 0 semanas postrasplante. En el caso del virus
de la hepatitis C (VHC), la recurrencia sobre el nuevo
injerto es universal y su gravedad dependera de
muchos factores. La diabetes, muchas veces
incrementada o precipitada por el tratamiento
inmunosupresor con corticoides y farmacos
calcineurinicos, es un importante factor de riesgo de
infeccion. De igual forma, la edad, el estado
nutricional, la insuficiencia renal, los antecedentes de
encefalopatia o los requerimientos previos de
ventilacion mecanica son factores que pueden
condicionar negativamente el postraplante inmediato.
Los pacientes con fibrosis quistica o bronquiectasias
cronicas, que habitualmente son sometidos antes del
trasplante pulmonar a numerosos tratamientos
antibidticos que favorecen la colonizacion por
agentes multirresistentes, pueden condicionar la
evolucién del trasplante pulmonar y la seleccién de
antibioterapias adecuadas.

El érgano trasplantado es un factor determinante
en el tipo y localizaciéon de las posibles infecciones.
La disfuncién inicial del injerto trasplantado, por
isquemia arterial o por lesidon de preservacion
secundaria a un tiempo de isquemia prolongado,
influye en la frecuencia y gravedad de la infeccién
postrasplante. De igual forma, la reaccion de
alorreactividad contra el injerto le predispone a la
infeccion por determinados virus. La duracion del
acto quirurgico y la necesidad de reintervencion son
factores determinantes en el riesgo de infeccion
bacteriana o fungica precoz. En el trasplante
hepatico, la anastomosis biliodigestiva triplica el
numero de infecciones con relacién a la anastomosis
biliar termino-terminal. La isquemia prolongada en el
trasplante de pulmén altera el mecanismo mucociliar
y la anastomosis de la via aérea. Finalmente, la
enfermedad por citomegalovirus (CMV) en el
postraplante suele localizarse con mas frecuencia en
el injerto trasplantado.



Tabla 1. Resumen de los factores de riesgo de infeccién en el trasplante de érgano sdlido

Factores condicionantes Tipo de Efecto
trasplante
Dependientes de la patologia de base del receptor
Edad, diabetes, insuficiencia renal Todos Mayor riesgo de infeccion
Hepatitis C TH Recurrencia universal
Ventilacidn mecanica Todos Mayor riesgo de infeccion (bacterias
multirresistentes)
Fibrosis quistica, bronquiectasias TP Mayor riesgo de infeccion por bacterias
multirresistentes
Dependientes de factores quirdrgicos y asistenciales
Tiempo de isquemia prolongado Todos Mayor riesgo de infeccion a cualquier plazo
Tiempo de cirugia Todos Mayor riesgo de infeccion bacteriana y fungica
precoz
Reintervencion quirdrgica Todos Mas infeccion bacteriana y fungica precoz
Anastomosis biliar digestiva/termino-terminal TH Riesgo 3 veces superior de infecciones para
anastomosis biliar digestiva
Alorreactividad del injerto Todos Mayor riesgo de infecciones viricas
Enfermedad focal por CMV postrasplante Todos Suele localizarse en el érgano trasplantado
Dependientes del tratamiento inmunosupresor
Sueros antilinfocitarios, monoclonales OKT3 Todos Mayor riesgo de enfermedad por CMV
Esteroides Todos Infecciones fungicas, Listeria, Legionella,
micobacterias
Azatioprina (neutropenia inducida) Todos Mayor riesgo de infeccidn bacteriana y fungica
Micofenolato (altas dosis) Todos Mayor riesgo de enfermedad por CMV
Anticuerpos anti-CD52 Todos Infecciébn de herida quirdrgica, neumonitis

aséptica

Abreviaturas. TH: trasplante hepatico; TP: trasplante pulmonar; CMV: citomegalovirus.

Los pacientes sometidos a un trasplante de 6rgano
soélido sufren un trastorno de la inmunidad celular
derivado del uso de inmunosupresores utilizados
para evitar el rechazo. La administracion de
tacrolimus o ciclosporina, en asociacion con
esteroides, micofenolato, azatioprina, inhibidores de
la M-TOR (rapamicina y everolimus), anticuerpos
policlonales (gammaglobulina antitimocitica),
antagonistas de receptores CD25 de interleukina 2
(daclizumab, basiliximab), anticuerpos monoclonales
anti-CD3 (OKT3), anti-CD52 (alentuzumab) o anti-
CD28 (belatacep), son los responsables habituales
de este tipo de complicaciones. Aunque no siempre
es facil delimitar los efectos reales, cada tipo
concreto de régimen inmunosupresor se asocia, en
general, con un determinado perfil de complicaciones
infecciosas. La incidencia de infeccion y enfermedad
por CMV es mayor en los pacientes que reciben
sueros antilinfociticos policlonales o monoclonales
(OKT3). Es por ello habitual la profilaxis con
ganciclovir con la administracibn de estos
inmunosupresores. El uso de esteroides incrementa
el riesgo de infecciones fungicas o de las producidas
por bacterias intracelulares, como Listeria, Legionella
y micobacterias. Aunque ha habido mucha
controversia sobre el riesgo de infeccioén asociado al
uso de agentes calcineurinicos (tacrolimus vy
ciclosporina), finalmente éste parece no diferir entre
ambos y las diferencias reales se circunscriben a
aspectos no infecciosos. La azatioprina puede
favorecer la neutropenia e incrementar el riesgo de

infeccion bacteriana y fungica. El micofenolato es
mas seguro que la azatioprina y, aunque se ha
relacionado con un mayor riesgo de infecciéon por
CMV a dosis altas, este efecto no se observa con las
dosis habituales. Los anticuerpos anti-CD25 no se
asocian con un claro riesgo de sobreinfeccion; sin
embargo los anticuerpos anti-CD52 si incrementan el
ndamero de infecciones por CMV, virus BK y hongos.
Por ultimo, la utilizaciéon de rapamicina (sirolimus) y
evorolimus se ha relacionado con una mayor
incidencia de infecciones bacterianas de la herida
quirurgica, un mayor riesgo de neumonitis asépticas
y un menor riesgo de infeccion y enfermedad por
CMV.

2.1.2. Desarrollo cronoldgico de las infecciones en
los TOS. Desde un punto de vista académico y
practico las infecciones en estos pacientes se
dividen en tres periodos, a veces no del todo bien
definidos (tabla 2). En el primer mes o primeras
semanas se producen las infecciones relacionadas
con el acto quirargico y la instrumentacion asociada
al trasplante y el postoperatorio. Suelen predominar
las infecciones bacterianas extracelulares
(Staphylococcus spp-, Streptococcus spp-,
Enterococcus spp., enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa). Son los agentes causales de
infecciones de herida quirdrgica, complicaciones de
las anastomosis, mediastinitis, peritonitis y abscesos
intrabdominales.



Tabla 2. Cronologia de las infecciones en el trasplantado de 6rgano sélido.

Postoperatorio inmediato . Maxima - Moderada inmunosupresion
inmunosupresion
(0-1 mes) (2-6 meses) (Mas de 6 meses)
Bacterias |Bacterias hospitalarias Listeria, Legionella, | Infecciones bacterianas comunes

Nocardia, micobacterias

Hongos Candida, Aspergillus Pneumocystis, Aspergillus, | Infecciones fungicas comunes
criptococo

Paréasitos Toxoplasma, Leishmania | Infecciones parasitarias comunes

Virus VHS, HHV-6 CMV, HVH-6, VHC VHC, VHB, VEB, VVZ y virus comunes

Abreviaturas. VHS: virus herpes simple; HHV-6: herpesvirus humano 6: CMV: citomegalovirus; VHC: virus de la hepatitis C;
VHB: virus de la hepatitis B; VEB: virus Epstein-Barr; VVZ: virus varicela-zoster.

Suelen estar implicados en las complicaciones
infecciosas asociadas a los procedimientos invasivos
del postoperatorio: neumonias  nosocomiales
asociadas con la ventilacion mecanica, infecciones
urinarias por sondaje vesical y bacteriemias
asociadas a catéteres endovasculares. Las
infecciones por Candida spp. también pueden
justificar alguna de las infecciones en este periodo,
sobre todo las infecciones peritoneales en los
receptores de injertos abdominales y las
candidemias asociadas a catéteres endovasculares.
Las infecciones por Aspergillus spp. y otros hongos,
asi como la mayoria de las infecciones viricas,
suelen ser mas tardias. La unica excepcion de éstas
ultimas la constituyen las infecciones por los virus del
herpes simple (VHS), que suelen reactivarse de
forma precoz en las primeras etapas del trasplante,
habitualmente con afectacion mucocutanea vy, de
forma excepcional, con afectacion visceral.

A partir de las 4-6 semanas se empiezan a
observar los fendmenos derivados de la depresion
de la inmunidad celular, como consecuencia del
tratamiento inmunosupresor. Este periodo se suele
prolongar hasta los 6-8 meses, pero puede ser
mayor en los casos de disfuncion del injerto o
rechazo crénico u otra situacién donde sea necesario
incrementar la inmunosupresién. Son muchos los
agentes oportunistas que pueden reactivarse tras
una infeccion latente o, mas raramente, expresarse
como consecuencia de una primoinfeccion
transmitida por el injerto o por hemoderivados. Las
complicaciones mas frecuentes en este periodo son
las viricas y, de éstas, la mas importante la infeccién
o enfermedad por CMV. La importancia de este
agente es tan relevante que condiciona una
estrategia de monitorizacion mediante marcadores
de replicacion virica (antigenemia o PCR) en los
casos de pacientes con riesgo de reactivacion
(receptores seropositivos para el CMV), o Ia
adopcién de medidas preventivas con antiviricos en
los casos de pacientes con riesgo de primoinfeccién
(receptores seronegativos que reciben un injerto de
un donante seropositivo). En el trasplante hepatico,
la reactivacion del VHC, documentada mediante
replicacion virica y con elevacién de las enzimas
hepaticas, suele ocurrir en este periodo. El virus de
la hepatitis B (VHB) también puede recidivar pero, en
este caso, las medidas preventivas con antiviricos y
el uso de gammaglobulinas especificas suelen
prevenir esta complicacion. Las infecciones por los

virus de Epstein-Barr (VEB), herpesvirus humanos 6,
7 y 8, varicela-zoster (VVZ), adenovirus y virus BK
también suelen observarse en este momento del
trasplante. También son frecuentes en este periodo
las infecciones por microrganismos intracelulares
observadas en otros pacientes con inmunosupresion
celular. Este es el caso de las infecciones por
micobacterias, Aspergillus spp. y otros hongos
filamentosos, Cryptococcus spp., Listeria
monocytogenes, Pneumocystis jirovecii, Nocardia
asteroides, leishmaniasis visceral y Toxoplasma
gondii. Finalmente, en este segundo periodo también
se pueden observar infecciones bacterianas
derivadas del periodo anterior y asociadas a
problemas técnicos no resueltos, como la colangitis
por estenosis o por fugas biliares, abscesos
intraabdominales por sobreinfeccion de hematomas
no drenados, abscesos hepaticos por trombosis
arteriales, o pielonefritis por estenosis ureterales.

A partir del segundo semestre postrasplante, los
pacientes con buena funcion del injerto y bajo nivel
de inmunosupresion equiparan las infecciones a las
del resto de la poblacion, si bien la expresion de
éstas puede tener un curso atipico. Otro grupo de
pacientes puede sufrir una infeccidon cronica del
injerto. El caso mas grave suele representarlo en los
trasplantados hepaticos la hepatitis crénica por el
VHC. En la mayoria de los casos no suele
condicionar la funcién del injerto a corto plazo, pero
en unos pocos puede asociarse con formas de
progresion rapida a cirrosis (hepatitis colestasica
fibrosante). De igual forma, algunas infecciones por
el VEB pueden conducir al desarrollo de
enfermedades linfoproliferativas. Por ultimo, como ya
se ha mencionado, un cierto numero de pacientes
puede sufrir a lo largo de este periodo una situacién
de rechazo crénico que condiciona a su vez una
elevada y mantenida situaciéon de inmunosupresion y
que, en Uultima instancia, prolonga el riesgo de
infecciones oportunistas de forma indefinida o hasta
que pueda ser planteada la posibilidad de un nuevo
trasplante.

2.2. TRASPLANTE DE PRECURSORES
HEMATOPOQYETICOS (TPH)

2.2.1. Factores de riesgo de infeccién. Los
principales riesgos de infeccion en este tipo de
pacientes se relacionan con alguno de los siguientes
aspectos: reconstitucion  inmunohematopoyeética,
exposicion a agentes infecciosos y formas de



tratamiento  (antineoplasico, inmunosupresor y
antimicrobiano). Estos aspectos se resumen en la
tabla 3.

El tipo de trasplante es un factor muy importante en
el riesgo de infeccion. El riesgo de infeccién de
trasplantes autdlogos y alogénicos es similar en la
fase de preinjerto, pero posteriormente los
trasplantes autdlogos presentan una frecuencia de
infeccion inferior. Entre los trasplantes autélogos, los
pacientes con leucemia o linfoma desarrollan mas
infecciones que los de tumores sélidos. No obstante,
el trasplante autélogo se considera de bajo riesgo de
infeccion en relacion al trasplante alogénico, si bien

hay algunas circunstancias que aumentan el riesgo
de infeccion en este tipo de trasplante, como la
utilizacion de fludarabina, alemtuzumab o Ia
manipulacién del inéculo (seleccion de CD34+). Los
trasplantes alogénicos de donante no emparentado
se asocian a un mayor riesgo de infeccion que los
donantes familiares, por su menor
histocompatibilidad y mayor incidencia y gravedad de
la enfermedad de injerto contra huésped (EICH).

Tabla 3. Factores de riesgo de infeccién en trasplantados de precursores hematopoyéticos®.

< Trasplante alogénico frente a trasplante autélogo
« Donante no emparentado frente a donante familiar
» Infusién de dosis bajas de progenitores hematopoyéticosb

* Deplecién de células T
« Presencia de EICH agudo o croénico
* Receptor seropositivo para el CMV

+ Ambientes no protegidos y sistemas de aire sin filtrar®
« Uso de corticoides para prevencion o tratamiento del EICH

¢ Administracion de rituximab o alentuzumab

» Uso de ganciclovir para la profilaxis o el tratamiento del CMV

« Utilizacion de inmunoglobulinas
+ Administracion de fluconazol®

¢ Administracion de productos de hemoterapia

@Abreviaturas. CMV: citomegalovirus; EICH: enfermedad del implante contra el huésped.
bExcepto en trasplante de precursores de sangre periférica, por mayor riesgo de EICH.
“Aspergilosis en situacion de brote y en pacientes con anemia aplasica grave.

4Sobreinfecciones por Candida glabrata y Candida krusei.

La menor duracién de la neutropenia y la mas
rapida reconstitucion inmune en los trasplantes
alogénicos de sangre periférica haria pensar en un
menor riesgo de infeccidn en estos pacientes; sin
embargo, la mayor gravedad de EICH en ellos
incrementa el riesgo de infeccion. De igual forma, los
trasplantes con acondicionamiento de intensidad
reducida producen menos mielosupresion y menor
toxicidad gastrointestinal y se asocian con menor
numero de neutropenias febriles e infecciones
estreptocdcicas, pero presentan un mayor riesgo de
infeccion fungica invasiva. Las dosis bajas de
progenitores, expresadas como células CD34+, se
han relacionado con una peor evolucion vy
supervivencia, y un mayor riesgo de infeccion
fungica, independientemente de la fuente (médula
Osea, sangre periférica o corddn). No obstante,
cuando se utiliza sangre periférica, la infusion de
dosis altas también incrementa el riesgo de EICH y
de la mortalidad. La deplecion de células T del
indculo reduce la frecuencia de EICH pero se asocia
con un incremento de infecciones por CMV vy
Aspergillus spp.

La presencia de EICH agudo y crénico es uno de
los principales factores de riesgo de infeccion.
Produce una marcada inmunodeficiencia,
posiblemente al lesionar el timo, comprometiendo la
reconstitucion inmune. Ademas, debilita la funcién de
los neutrdfilos, produce hipocelularidad linfoide vy
afecta la respuesta humoral y celular. Por dultimo,

todos estos efectos se ven incrementados con el
tratamiento inmunosupresor que se administra para
su control.

La aplicacién de entornos estrictamente protegidos
en el trasplante de progenitores no se ha traducido
en una reduccion de las infecciones y un aumento de
la supervivencia, salvo en dos excepciones: la
disminucion parcial de aspergilosis en casos de
brotes nosocomiales, conseguido mediante sistemas
de filtracién de aire, y la disminucion general de
infecciones, EICH agudo y aumento de
supervivencia, en pacientes con anemia aplasica
grave. No protegen de la reactivacion endégena (v.g.
infecciones viricas, candidiasis y micobacterias, entre
otras). En relacién con la aspergilosis, estas medidas
reducen las formas precoces, secundarias a los
estados de neutropenia prolongados (primer mes
postrasplante), pero no las tardias, relacionadas con
el EICH y con fenédmenos de sobreinmunosupresion.
En la actualidad, estas medidas se han simplificado y
la mayoria de los centros manejan estos pacientes
en habitaciones con filtros HEPA (High Efficiency
Particulate Airborne), habitualmente sin flujo laminar
por su elevado coste, con un sistema sencillo de
aislamiento invertido y dietas con bajo contenido
bacteriano. Se debe realizar especial atencion en la
prevencion de agentes nosocomiales como
Legionella spp., Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, enterobacterias productoras de



betalactamasas de espectro extendido, Clostridium
difficile y virus respiratorios.

Los riesgos de infeccion asociados al tratamiento
se pueden dividir en: relacionados con el tratamiento
de acondicionamiento, derivados de los
inmunosupresores utilizados en la prevencion de
EICH, y los secundarios a terapias antimicrobianas o
de soporte. Los agentes utilizados para la prevencion
de EICH favorecen la aparicion de infecciones
oportunistas, como ocurre en los trasplantados de
organo solido. Los calcineurinicos (ciclosporina o
tacrolimus), o el micofenolato, son los mas utilizados
y con bajo riesgo de sobreinfecciéon. Sin duda
alguna, éstas son mas frecuentes con el uso de
corticosteroides, rituximab o} alentuzumab,
fundamentalmente infecciones viricas y
especialmente por CMV. El rituximab se asocia,
ademas del CMV, con infecciones por los VHS, VVZ,
parvovirus B19 y VHB. El alentuzumab produce una
marcada linfopenia que se ha asociado a un
aumento de las infecciones por P. jirovecii,
aspergilosis, enfermedad por CMV, tuberculosis y
reactivacion del VHB, ademas de reactivaciones
herpéticas, candidiasis y bacteriemias.

Los antimicrobianos utilizados para la prevencion y
tratamiento de determinados agentes infecciosos
pueden también tener efectos indirectos que
condicionen un riesgo afiadido de infecciones. Asi, el
ganciclovir y el valganciclovir, muy utilizados en el
manejo de la infeccion por CMV producen
neutropenia, con el consiguiente riesgo de infeccién
bacteriana y fungica. El cotrimoxazol también puede
producir un efecto similar. EI uso controvertido de
inmunoglobulinas puede acarrear un retraso de la
reconstitucion de la inmunidad humoral. El fluconazol
disminuye las infecciones por Candida albicans vy
Candida tropicalis, pero favorece la sobreinfeccion
por Candida glabrata y Candida krusei. Por ultimo, la
hemoterapia es una potencial fuente de infeccion,
fundamentalmente virica (virus hepatotropos, VIH,
HTLV I/ll, parvovirus y CMV) y, mas rara, bacteriana
(Yersinia enterocolitica, Pseudomonas fluorescens,
etc.).

A diferencia del trasplante de 6rgano sélido donde
la primoinfeccion por CMV [estatus
receptor(-)/donante(+)] es un factor de riesgo de
enfermedad, en el trasplante de progenitores el
riesgo lo confiere la infecciébn previa (receptor
seropositivo) y, sobre todo, la enfermedad previa
reciente, de ahi la necesidad de monitorizar
cuidadosamente a estos paciente con antigenemia o
pruebas moleculares.

2.2.2. Cronologia de la infeccién en el trasplante
de progenitores. Los tiempos en que tienen lugar
las infecciones en estos pacientes son consecuencia
de los factores de riesgo anteriormente
mencionados. Estdn marcados por los siguientes
fendmenos: neutropenia, alteracion de barrera
cutaneomucosa, estado de reconstitucién inmune y
desarrollo de EICH. Antes del prendimiento del
injerto, la neutropenia y la rotura de las barreras
mucosas (oral y gastrointestinal) y cutaneas (por el
uso de catéteres) justifican el tipo de infecciones.
Estas son fundamentalmente bacterianas, con

predominio de grampositivos, fungicas (Candida y
Aspergillus) y viricas (herpes simple). Practicamente,
todos los pacientes desarrollan fiebre en esta fase.

Tras el prendimiento (dias 30 a 100), existe una
profunda inmunodeficiencia humoral y celular
agravada, en algunos pacientes, por la presencia de
EICH agudo. En este periodo son frecuentes las
infecciones por CMV, P. jirovecii, y la mayoria de las
infecciones oportunistas anteriormente mencionadas.

En la fase tardia, el aspecto patogénico que
protagoniza el tipo de infeccion es la presencia de
EICH crénico. En ausencia de éste, la inmunidad se
reconstituye gradualmente hasta normalizarse al
cabo de un afo. La excepcién es el herpes zoster,
cuya incidencia es elevada en todos los trasplantes
en ausencia de profilaxis prolongada. La aparicion o
persistencia de EICH retrasa la reconstitucion
inmunoldgica mas alla de este tiempo, y condiciona
un riesgo de complicaciones infecciosas, muchas de
ellas derivadas del periodo anterior. La lenta
recuperaciéon de la inmunidad humoral puede
favorecer las infecciones senopulmonares por
agentes encapsulados (Streptococcus pneumoniae y
Haemophilus influenzae), aunque también son
frecuentes en este periodo las infecciones tardias
por CMV, habitualmente asociadas a la profilaxis con
ganciclovir en etapas tempranas.

3. EVALUCION PRETRASPLANTE DEL DONANTE
Y EL RECEPTOR

Como se ha sefialado, las complicaciones
infecciosas continldan siendo la causa principal, junto
al rechazo, de la morbilidad y mortalidad después del
trasplante de 6rganos. Muchas de estas
complicaciones tienen un origen exdgeno,
incluyendo aqui las producidas por aquellos
patdgenos trasmitidos por el 6rgano trasplantado. En
otras ocasiones, es el propio receptor el que alberga
previamente, de forma crénica o latente,
microorganismos que pueden reactivarse. Ciertas
complicaciones pueden prevenirse, o sus efectos
negativos aminorarse, mediante una correcta
evaluacién de donante y receptor.

3.1. EVALUACION MICROBIOLOGICA DEL
CANDIDATO A TRASPLANTE

La seleccion y preparacion del candidato a trasplante
desde el punto de vista infeccioso es una actividad
imprescindible en los programas de trasplante. En
dicho estudio se debe descartar cualquier infeccion
activa que pueda suponer una contraindicacién para
el trasplante y, por lo tanto, la exclusion transitoria o
definitiva del paciente de la lista de espera. Por otro
lado, el receptor puede albergar de forma crénica o
latente, microorganismos que pueden reactivarse
con la inmunosupresién ocasionando complicaciones
infecciosas postrasplante. Algunas de éstas, se
pueden prevenir de forma completa o parcial con la
correcta evaluacion del receptor.

Con la evaluacion se persiguen los siguientes
objetivos: a) el diagndstico y tratamiento de las
infecciones activas en el candidato, b) la toma de
decisiones sobre su aceptacion o exclusién, y c) la
identificaciéon de los factores de riesgo para el



desarrollo de infecciones postrasplante (estado
seroldgico y otros), con la consiguiente adopcion de
medidas de prevencion.

3.1.1. Infeccién aguda. En el caso de una infeccion
activa, el diagndstico microbioldgico es un apartado
muy extenso como para formular recomendaciones
técnicas particulares. Sin embargo, como ya se ha
comentado en la introduccion, para iniciar cualquier
programa de trasplante es absolutamente necesario
disponer de un laboratorio de microbiologia con una
amplia cartera de servicios de elevada calidad en
bacteriologia, micologia, virologia, parasitologia y
serologia.

En ocasiones estas infecciones pueden estar
ocultas por lo que debe realizarse una evaluacion
exhaustiva que incluira ademas de una completa
historia clinica, una exploracion fisica cuidadosa y la
solicitud de diversas exploraciones complementarias.
En las tablas 4, 5 y 6 se indican las pautas a seguir.
Como principio general, el receptor debe estar libre
de infeccion activa (bacteriana, fungica, virica o
parasitaria) antes del inicio de la inmunosupresion,
con especial cuidado en el area anatémica donde se
va a realizar el trasplante. Existen pocos datos
acerca del intervalo de tiempo necesario entre la
infeccion y el trasplante. Se ha recomendado, en
condiciones normales, un tiempo minimo de 2
semanas tras la recuperacién de la infeccion activa.
Si es posible, hay que documentar la curacion
clinica, radiolégica y microbiologicamente. En
ocasiones, como en casos de colangitis en el
trasplante hepatico o las infecciones de dispositivos
de asistencia ventricular en el cardiaco, la infeccion
s6lo se resolvera con el trasplante. Las infecciones

activas por tuberculosis, hongos y otros
microorganismos oportunistas, constituyen una
contraindicacién para el trasplante.

La infeccion y colonizacion por bacterias

multirresistentes ha sido la causa de graves
complicaciones en algunas unidades de trasplante.
Es previsible que, en el futuro, el numero de
candidatos expuestos vaya en aumento por multiples
razones. La colonizacién no implica infeccion, pero si
puede predecirla. El conocimiento de ésta y de los
perfiles antibiéticos de estos microorganismos puede
ayudar a racionalizar las medidas preventivas y
terapéuticas en el candidato que eviten
complicaciones infecciosas graves y de dificil
tratamiento una vez efectuado el trasplante.
3.1.2. Infeccidn cronica o latente. La realizacion de
marcadores de infeccién cronica o latente es una
actividad fundamental a realizar por el laboratorio,
que debera basarse en la utilizaciéon de reactivos y
métodos comerciales siempre homologados para uso
diagndstico. Existen en el mercado muchos reactivos
para la realizacion de todas estas pruebas. Aunque,
en términos generales, son de calidad aceptable, no
todos son equivalentes ni sus resultados
equiparables. El laboratorio  debera incluir
procedimientos de control interno y externo que
aseguren la calidad de los resultados por él emitidos,
especialmente en aquellos marcadores mas criticos
por las consecuencias negativas que pueda acarrear
un resultado equivocado. Las recomendaciones se
resumen en la tabla 7.

Tabla 4. Antecedentes de enfermedades infecciosas a considerar en el candidato a un trasplante.

» Orofaringe: caries dental, faringitis, infecciones por el virus del herpes simple.

» Respiratorias: sinusitis, neumonia, tuberculosis.

» Cardiovasculares: enfermedades valvulares, soplo cardiaco.

* Gastrointestinales: diverticulitis, diarrea, hepatitis (A, B, C), parasitosis intestinales, colelitiasis.

» Genitourinarias: infecciones del tracto urinario, prostatitis, vaginitis, uretritis, herpes genital, verrugas
genitales, sifilis, gonorrea, enfermedad pélvica inflamatoria, infecciones por Chlamydia.

» Cutaneas: infecciones de la piel y de las ufias, varicela y zoster.

» Osteoarticulares: osteomielitis, presencia de prétesis articulares.

 Enfermedades infecciosas propias de la infancia: sarampion, rubéola, varicela, etc.

« Otras: mononucleosis, otras enfermedades no incluidas en los apartados anteriores.

Tabla 5. Antecedentes de exposicion en el candidato a un trasplante.

« Viajes 0 estancias: residencia previa o viaje a areas geograficas asociadas a micosis o parasitosis
endémicas, especialmente histoplasmosis, estrongiloidiosis, paludismo.
e Tuberculosis: convivencia con enfermos, resultado de pruebas de PPD previas, enfermedad tratada,

anomalias radiograficas compatibles.

» Exposicién a patégenos de transmision parenteral: muy en particular los del VIH.
e Contacto con animales y mascotas: domésticos o no; exposicion a Brucella.

e Exposicion ocupacional: agricultura, ganaderia.

« Contacto frecuente con nifios: enfermedades exantematicas.
« Habitos dietéticos: consumo de carne, pescado o vegetales crudos, productos lacteos no higienizados,

fuente del agua para la ingesta.
e Practicas sexuales de riesgo.

« Exposicion por las aficiones y durante el tiempo de ocio.




Tabla 6. Exploraciones complementarias a solicitar en la evaluacion del candidato a un trasplante®.

» Prueba cutanea de la tuberculina (efecto booster y test de anergia).

« Radiografia de térax y de senos paranasales.

« Cultivos de sangre, orina, esputo, heces y de todos aquellos focos con sospecha de una infeccion activa y
para descartar colonizacion, especialmente en tracto respiratorio.

« Cultivos de vigilancia de bacterias multirresistentes”.

« Examen parasitolégico de las heces o de otras muestras si se sospecha una infestacion activa o si

existen antecedentes clinico-epidemioldgicos.

* Marcadores serolégicos (y de otro tipo) de las infecciones latentes: VIH 1 y 2, hepatitis B, Cy D, VHS 1y
2,VVZ, CMV, VEB, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum.
« Obtencion de suero y otras muestras para archivo y analisis futuro.

#Abreviaturas: VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; VHS: virus del herpes simple; VVZ: virus varicela-zéster; CMV:

citomegalovirus humano; VEB: virus Epstein-Barr.
bOpcionaI, o en funcion de las condiciones de cada centro.

Tabla 7. Recomendaciones para el cribado serolégico del candidato a trasplante.

Prueba de cribado

Pruebas de confirmacion

Agente infeccioso Cribado Marcador Método® Confirmacion Método®

VIH Si Anti-VIH EIA 32 6 42 gen. Si WB, LIA

VHA Si IgG anti-VHA EIA No

VHB Si HBsAgb EIA Si Neutralizacion

VHC Si Anti-VHC® ¢ EIA 32 gen. Si RIBA, LIA

VHS Opcional IgG anti-VHS EIA No

vVvZ Si® IgG anti-VVvZ EIA, latex No

CMV Si IgG anti-CMV EIA, latex Sélo negativos

VEB Si® IgG anti-VCA EIA, IFI Sélo negativos

Toxoplasma gondii Si IgG anti T. gondii EIA No

Treponema pallidum Si Ac no treponémicos RPR, VDRL Si EIA, TPHA, FTA-
Abs

@Abreviaturas: EIA: enzimoinmunoensayo; FTA-Abs: prueba fluorescente antitreponémica (absorbida);
HBsAg: antigeno de superficie del VHB; IFI: inmunofluorescencia indirecta; LIA: line immunoblot assay;
PCR-C: reacciéon en cadena de la polimerasa, cualitativa; RIBA: recombinant immnoblot assay; RPR:
prueba rapida reaginica en plasma; TPHA: hemaglutinacion de T. pallidum; VCA: antigeno de la capsida
virica del VEB; VDRL: prueba reaginica del Veneral Disease Research Laboratory; WB: western blot.

®Marcadores del sistema e o ADN virico si es HBsAG(+).
‘Considerar ARN VHC en hemodializados.

dConsiderar PCR cuantitativa (carga virica) y genotipado para el tratamiento.

°Especialmente en nifios.

Virus de la inmunodeficiencia humana tipos 1 y 2
(VIH-1 vy VIH-2)

El esquema diagndstico no es diferente en estos
pacientes respecto al que se emplea en la poblacion
general. Deben utilizarse las pruebas mas sensibles
y especificas, basicamente inmunoensayos (EIA,
etc.) de 32 o 42 generacién que incluya al VIH 1 del
subtipo O. Un resultado positivo debera ser
confirmado mediante western-blot o inmunoensayo
en linea (LIA). Si la prueba es negativa y existen
antecedentes epidemioldgicos y sospechas fundadas
de infeccién, debera repetirse con otras muestras
posteriores. La determinacién cuantitativa de ARN
(carga virica) podria ser de ayuda en este contexto
teniendo siempre en cuenta la posibilidad de falsos
positivos y que la presencia de ARN en ausencia de
anticuerpos no establece el diagnostico de infeccion.
En esta situacion, debe valorase la actividad de
riesgo, la existencia de manifestaciones clinicas de
primoinfeccion y el nivel de la carga vircica. La
confirmacion diagnéstica se obtendra tras |la
positivizacion de los anticuerpos especificos.

Virus de la hepatitis A

Este virus puede causar una hepatitis grave en el
trasplantado, sobre todo en los pacientes de edad
avanzada y con enfermedad hepatica previa. Por
esta razon, se recomienda conocer si el candidato es
inmune, pues cabe la posibilidad de vacunarlo
eficazmente antes del trasplante. La deteccion de los
anticuerpos especificos totales o de la clase IgG
mediante técnicas ELISA o similares se considera el
marcador de eleccion.

Virus de la hepatitis B

Hay que incluir en los procedimientos de evaluacién
aquellos marcadores de infeccién, inmunidad y
prondsticos actualmente disponibles. Se recomienda
que se lleven a cabo de manera secuencial, durante
la espera. El marcador clave sera el antigeno de
superficie (HBsAg). Debe confirmarse en caso de
positividad débil utilizando un ensayo de
neutralizacion. Si es negativo, cabe considerar la
oportunidad de vacunar al candidato, a menos que
sea inmune de forma natural, lo cual se averigua
mediante la determinaciéon cuantitativa de los
anticuerpos anti-HBs (un valor superior a 100 Ul/mL




sugiere inmunidad). Si el candidato es positivo para
el HBsAg, deben realizarse los marcadores del
sistema e [antigeno (HBeAg) y anticuerpos (anti-
HBe)], que son elementos prondsticos y sefialan la
actividad del virus. También debe cuantificarse la
presencia de ADN virico como marcador de
replicacion virica. Todos estos marcadores tienen
especial relevancia por la posibilidad de establecer
pautas de profilaxis antes y después del trasplante
(ver apartado 5.4 de este documento).

Infeccién por el virus de la hepatitis C

El método de cribado consistira en una técnica
ELISA de tercera (generacién, que reduce
considerablemente el llamado “efecto ventana”,
siendo su sensibilidad del 95% o superior. Estas
pruebas también son muy especificas, a pesar de lo
cual conviene confirmar un resultado positivo
mediante una prueba de RIBA (immunoblot con
antigenos recombinantes) o similar, de dultima
generacion. En los pacientes hemodializados las
pruebas de deteccion de anticuerpos son menos
sensibles que en la poblacién general. En estas
circunstancias, la amplificacion del ARN virico
mediante RT-PCR puede ser una alternativa valida
para resolver casos dudosos, no asi los métodos de
RIBA cuyo uso se desaconseja con este propésito.
Fuera de esta situacion particular, la utilizacién de la
RT-PCR no se recomienda con caracter general,
tanto para el diagnoéstico de la infecciéon como para la
confirmacion de los positivos. Siempre que sea
posible, seria aconsejable determinar la carga virica
mediante pruebas cuantitativas de acidos nucleicos
(RT-PCR, branched-DNA, etc.), pues es un factor
pronéstico, prestando atencién a que los resultados
obtenidos por dos métodos diferentes no son
equivalentes entre si. También hay que considerar el
genotipado del VHC en estos pacientes, a pesar de
las gran prevalencia del genotipo 1b en nuestro
ambito geografico, ya que es un dato que tiene
interés para el manejo del paciente una vez
trasplantado.

Virus del herpes simple 1y 2 (VHS-1 y VHS-2)

Se calcula que, en torno al 95% de las personas
adultas, han pasado la infeccion y tienen anticuerpos
especificos frente al VHS-1. La seroprevalencia
frente al tipo VHS-2 es menor, al menos en nuestro
ambito geografico. A efectos practicos, aunque la
determinacion de anticuerpos especificos es norma
habitual en los protocolos de evaluacion del receptor,
su utiidad en la practica clinica puede ser
cuestionable ya que, en muchas ocasiones, se indica
la profilaxis con antiviricos una vez que se ha
trasplantado al paciente o, simplemente, se tratan las
reactivaciones sintomaticas, por lo general de una
gravedad moderada. El marcador mas apropiado es
la determinacién de anticuerpos IgG, o totales, para
lo que existen buenos reactivos comerciales (ELISA).
No se recomienda la determinaciéon de anticuerpos
especificos de tipo, entre otras razones porque
algunos reactivos comerciales suelen presentar
reactividad cruzada. Los anticuerpos IgM vy la
deteccidon de antigenos o de acidos nucleicos
carecen por completo de interés en esta situacion.
Virus varicela-zéster

En torno al 75% de los adultos presentan
anticuerpos frente a este virus. En los nifos la
seroprevalencia es menor, aumentando con la edad.
Los pacientes seronegativos serian candidatos a la
administracion de la vacuna OKA, por lo que se
recomienda llevar a cabo esta determinacion. El
marcador recomendado es la determinacion de 1gG
especifica.

Citomegalovirus humano

Como es sabido, la infeccién por el CMV es la causa
mas importante de morbilidad y mortalidad de origen
virico en los trasplantados. El conocimiento del
estado serolégico del receptor condiciona la
patogenia, gravedad y frecuencia de las infecciones,
por lo que su determinacion durante la fase de
evaluacion de los candidatos resulta imprescindible.
Los anticuerpos IgG especificos constituyen el
marcador clave. A diferencia de lo que ocurre una
vez que el paciente ha sido trasplantado, los
marcadores de infeccion activa como la
determinacion de los anticuerpos IgM vy las
detecciones de antigenos (prueba de antigenemia
pp65) o de secuencias génicas especificas no deben
aplicarse en la evaluacion del candidato a un
trasplante.

Virus de Epstein-Barr

La infeccion por este virus se ha relacionado con el
sindrome linfoproliferativo  postrasplante, una
complicacion grave que es mas frecuente en los
nifnos y en otros pacientes trasplantados con factores
de riesgo definidos. La mayor parte de los adultos
son seropositivos, pero no asi los nifos,
especialmente cuanto menor es su edad. El
marcador a utilizar en el candidato, especialmente en
este ultimo grupo de edad, seréa la determinacién de
anticuerpos especificos de la clase 1gG, no siendo
validas las pruebas de anticuerpos heterdfilos que se
emplean para el diagnostico habitual del cuadro de
mononucleosis infecciosa en pacientes
inmunocompetentes. De los diferentes anticuerpos
dirigidos frente a antigenos viricos del VEB, se
recomienda determinar la IgG contra el antigeno de
la capsida virica (VCA-IgG). Los anticuerpos anti-
EBNA (antigeno nuclear del VEB) también sefialan
una infeccion pasada, pero son menos habituales en
los laboratorios diagndsticos.

Toxoplasma gondii

La determinacion de anticuerpos especificos frente a
este protozoo es obligada por las graves, aunque
infrecuentes, complicaciones que puede originar. El
riesgo aumenta en los trasplantados cardiacos, en
donde se afiade la posibilidad de transmisién a
través del injerto. La mayor parte de la poblacion
adulta suele presentar anticuerpos que revelan una
infeccion pasada y el establecimiento de un estado
cronico. El marcador de eleccion sera la deteccion de
los anticuerpos 1gG especificos. Los métodos de
IgM, ensayos de avidez de anticuerpos o pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos carecen de interés
en esta situacion.

Strongiloides stercoralis

Este parasito puede causar infestaciones
generalizadas de muy mal prondstico en los
pacientes inmunodeprimidos. En los pacientes que




hayan viajado o residido en areas endémicas debe
descartarse la existencia del parasito en heces antes
del trasplante para evitar la diseminacion posterior.
En teoria, es posible encontrar el parasito en nuestro
ambito geografico, especialmente entre las personas
que han estado expuestas a zonas encharcadas
(trabajadores agricolas, mineria, etc.) sin la debida
proteccion de las extremidades inferiores. El hallazgo
de eosinofilia puede sugerir la posibilidad de
estrongiloidiasis. El diagndstico suele ser dificil, pues
la eliminacion de los huevos larvados por las heces
suele ser poco intensa e intermitente. Se recomienda
realizar la observacion microscopica tras someter la
muestra a métodos de concentracion, asi como
remitir un minimo de tres muestras para analisis
parasitolégico. Si no se observan larvas de S.
stercoralis, y si los antecedentes epidemioldgicos lo
aconsejan, el analisis debiera incluir las técnicas de
liberacién con concentracién de larvas rabditoides
(método de Baerman, Harada-Mori, etc.). Si estd al
alcance, también puede intentarse el examen del
aspirado duodenal con una sonda (String test®),
para la busqueda de larvas.

Paludismo

Constituye un problema poco habitual en los paises
como el nuestro, pero que puede incrementarse en
el futuro como consecuencia del flujo migratorio. No
es infrecuente observar, en pacientes asintomaticos
que provienen de areas endémicas, niveles bajos de
parasitemia. Si las circunstancias clinicas lo
aconsejan, es conveniente remitir muestras de
sangre para el examen microscopico de extensiones
finas y gota gruesa o deteccién antigénica por
inmunocromatografia. Normalmente, sera necesario
examinar varias muestras antes de emitir un
resultado negativo.

Tuberculosis

Su prevalencia esta aumentada en los trasplantados.
La enfermedad activa en el candidato es una
contraindicaciéon para el trasplante, aunque se ha
sugerido que una vez instaurado el tratamiento
adecuado y las baciloscopias sean negativas,
cuando se disponga de un drgano, se podria realizar
el trasplante. En todo candidato se debe evaluar si
existen antecedentes de tuberculosis clinica o
radiolégica y el tratamiento recibido y, en su
ausencia, realizar una prueba de tuberculina junto a
un test de reactividad cutdanea para antigenos de
recuerdo. En caso de ser ésta positiva, tras descartar
enfermedad activa se valorara la realizacion de
quimioprofilaxis. Algunos autores han sugerido que a
los receptores PPD negativos que reciban érganos
de donantes PPD positivos se les debiera realizar
siempre quimioprofilaxis.

Treponema pallidum (sifilis)

Aunque la infeccién latente por esta espiroqueta no
constituye una contraindicacion absoluta para el
trasplante, se recomienda realizar la deteccion
seroldgica y, si es posible, determinar el estadio de la
enfermedad y  administrar el tratamiento
correspondiente. El cribado debe hacerse mediante
una prueba reaginica o no treponémica (VDRL o
RPR), para lo que existen buenos reactivos
comerciales. Como es bien sabido, las pruebas no

treponémicas presentan falsos positivos bioldgicos,
por lo que un resultado positivo debe ser interpretado
de acuerdo con las caracteristicas del candidato,
siendo obligada su confirmacion mediante pruebas
especificas treponémicas (TPHA, FTA-Abs, etc.).
Serologias para _determinar_el estado inmunitario
frente a patdgenos prevenibles mediante vacunacion
El periodo previo al trasplante, mientras el paciente
no estd inmunodeprimido, representa una gran
oportunidad para completar las vacunaciones.
Idealmente, todos los candidatos deberian ser
vacunados completamente antes del trasplante,
porque la respuesta a la vacunacion es mas intensa
en este periodo. Las vacunas a administrar en el
candidato al trasplante se resumen en la tabla 8. Es
recomendable, previamente a la vacunacion,
determinar el estado inmunitario frente a aquellos
patégenos cuyas vacunas confieren inmunidad de
larga duracion (VVZ, sarampidn, parotiditis, rubéola,
poliomielitis, VHA, VHB, Bordetella pertussis y
difteria).

3.2. EVALUACION MICROBIOLOGICA DEL
DONANTE

La posible transmision a través del o&rgano
trasplantado de determinados agentes infecciosos de
donante a receptor no significa que el trasplante no
pueda o no deba realizarse. Alguno de los
microorganismos transmitidos con el 6rgano son
perfectamente tolerados por el receptor o muy bien
controlados por la terapéutica o la profilaxis. Asi,
lejos de realizar una identificacién exhaustiva y
pormenorizada de microorganismos, los objetivos de
la investigacion microbiolégica en el donante seran:
a) descartar la presencia de agentes infecciosos
transmisibles que puedan comprometer la viabilidad
del injerto o la evolucion normal del enfermo
trasplantado; b) obtener una informacion util que
permita predecir las posibles complicaciones que
surgiran en el receptor y decidir, en ocasiones, cual
sera el candidato mas idoneo para que el trasplante
sea mas eficiente y seguro, y c) incrementar la
disponibilidad de érganos, garantizando la viabilidad
de los d6rganos desde el punto de vista de la
infeccion de cualquier origen, y descartando todos
aquellos que fuera necesario, pero con todo rigor
cientifico, para no llevar a la situacion contraria de
perder 6rganos para la donacion.

3.2.1. Infeccidén aguda. Los potenciales donantes
suelen estar ubicados en Unidades de Cuidados
Intensivos  (UCI), Reanimacion, Neurocirugia,
Urgencias, etc., en ocasiones durante periodos
prolongados, sometidos a ventilacién mecanica, con
los problemas secundarios de infecciones diversas
entre las que destacan las infecciones pulmonares y
asociadas a catéteres. Aproximadamente, un 10%
de los donantes potenciales no llegan a serlo por
problemas de etiologia infecciosa. Cuando Ila
estancia en la UCI se prolonga, la incidencia de
infecciones puede alcanzar hasta el 40%. Sin
embargo, la necesidad de un mayor numero de
6rganos y el incremento del numero de muertes de
pacientes en lista de espera de trasplante, han
llevado a que muchos equipos sean menos rigidos



en la aplicacién de los criterios iniciales. Ademas,
estudios recientes han demostrado que la
transmision de patégenos al receptor es minima o
inexistente en los casos en que se utilizan medidas

de prevencién o tratamiento en el receptor en casos
de infecciones bacterianas comprobadas del
donante, incluso cuando han sido responsables del
fallecimiento del donante.

Tabla 8. Vacunas recomendables en el candidato a un trasplante.

Reinmunizacién Determinacién de la

Antes del Después del

Vacuna después del inmunidad post-
trasplante trasplante a -
trasplante vacunacion

Varicela Recomendada®®  Contraindicada No Si
Sarampion Recomendada®  Contraindicada No Si
Parotiditis Recomendada®  Contraindicada No No
Rubéola Recomendada®  Contraindicada No si¢
Polio (VPI) Recomendada® Indicada Si No
Polio (VPO) Contraindicada”  Contraindicada No No

Tos ferina Indicada Indicada Si No
Difteria Indicada Indicada Si No
Tétanos Indicada Indicada Si No
Hepatitis B Indicada® Indicada Si" Si
Hepatitis A Indicada Indicada Si Si
Gripe Indicada' Indicada Si No
Haemophilus influenzae B Indicada Indicada Si Si
Neisseria meningitidis C Indicada Indicada Si No
Streptococcus Indicada Indicada Sil No
pneumoniae

%Esta indicada cuando la vacunacion no se ha completado antes del trasplante, o cuando no se ha alcanzado la
inmunidad serolégica. Debe reiniciarse una vez que la inmunodepresiéon se ha atenuado. Esto sucede generalmente
después de los 6-12 meses postrasplante en los receptores con evolucion favorable. En los receptores que siguen
necesitando tratamiento inmunosupresor a dosis altas o presentan disfuncion del injerto, la seguridad de las vacunaciones
no esta establecida y estos receptores no deben ser vacunados.

PEsta contraindicada en los pacientes con inmunodepresién grave: leucemia, linfomas, inmunodeficiencias congénitas,
infeccion por el VIH, y pacientes en tratamiento con corticoides a dosis superiores a 20 mg/dia durante mas de 1 mes.

‘La vacuna debe administrarse al menos dos semanas antes del trasplante.

9Recomendada en mujeres en edad fértil.

®Vacuna de la polio con virus inactivado parenteral (Salk). Recomendada sélo si no se ha cumplido la vacunacion del
calendario.

Vacuna de la polio con virus atenuado oral (Sabin). Esta contraindicada en los candidatos porque la eliminacion del virus
vacunal por heces es prolongada, hasta 10 semanas. Por la misma razén, esta contraindicada en los convivientes del
receptor del trasplante.

9La vacunacién de los candidatos a un trasplante con una pauta acelerada, consistente en tres dosis semanales
consecutivas, consigue una respuesta inmunoldgica del 71%.

_hLa reinmunizacion esta indicada solo si no ha habido respuesta vacunal.

'Indicada también en todos los convivientes del receptor y en el personal sanitario que le atiende.

'Revacunacion cada 5 afios.

Antes de la extraccibn de los o6rganos, se en cuenta para tomar las medidas de profilaxis

recomienda realizar las siguientes exploraciones con
el fin de evitar la transmisién de infecciones o bien
adecuar el tratamiento en el receptor: a) hemograma
completo y férmula leucocitaria, b) hemocultivos
seriados y urocultivo, c) radiografia de térax, y d) en
caso de sospecha clinica de infeccion pulmonar,
cultivo de secreciones o broncoscopia con catéter
telescopado, o lavado broncoalveolar si procede.
Ademas, hay que considerar el estudio necrdpsico
para descartar infecciones ocultas que deban ser
tratadas en el receptor.

3.2.2. Infeccién crénica o latente. Durante el
periodo postrasplante y secundariamente a la
inmunodepresion, las infecciones latentes o cronicas
del injerto pueden reactivarse, provocando
infecciones en el receptor, a menudo graves.
Algunas de estas infecciones contraindican
absolutamente el trasplante y otras se han de tener

adecuadas en el receptor. Actualmente, la
evaluacioén de la infeccién crénica en el donante de
6rganos se basa en la utilizacion de marcadores
serolégicos. Sin embargo, éste es un tema en
constante evolucion y debate. A medida que se
acumula el conocimiento cientifico sobre el cribado
seroldgico de la donacion de érganos, la confusion y
la incertidumbre aumentan paralelamente. ;Qué
microorganismos cribar, sobre la base de qué
marcadores y con qué tipo de reactivos? Todo ello
matizado segun el tipo de 6rgano. Ciertamente, son
necesarios estudios mas profundos de riesgo-
beneficio que evalien el equilibrio entre los
microorganismos, los marcadores y los reactivos con
sus falsos positivos/negativos y su coste en relacion
con la disponibilidad de 6rganos y la mortalidad en
las listas de espera.

Criterios generales del cribado serolégico




En la realizacion de los diferentes marcadores
serologicos se deberan cumplir una serie de criterios
generales:

a) Las pruebas de cribado serolégico deberan
ser realizadas en laboratorios con un
adecuado control de calidad y con la suficiente
experiencia y conocimiento para llevar a cabo
las diferentes técnicas e interpretar sus
resultados.

b) Las determinaciones seroldgicas se realizaran
en suero o plasma. No deberian realizarse en
otros fluidos o secreciones como humor vitreo
y acuoso, debido a una posible pérdida de
sensibilidad en los diferentes marcadores.

c) Deberan utilizarse reactivos homologados
para uso diagnostico y seguirse estrictamente
las instrucciones del fabricante en la
realizacion de las diferentes pruebas.

d) Los diferentes reactivos deberan actualizarse
a medida que aparezcan sucesivas
generaciones de mayor especificidad,
sensibilidad y valores predictivos positivo y
negativo.

e) Gran parte de los algoritmos diagndsticos
recomendados en caso de una primera
determinacién positiva, especialmente para
VIH y VHC, son inviables en situaciones de
urgencia debido a su prolongado tiempo en la
generacion de resultados. Desde el punto de
vista de Ila donacion, los algoritmos
diagnésticos deberian, asegurando la maxima
sensibilidad y valor predictivo negativo,
pararse en la primera linea de cribado en caso
de un resultado inicialmente positivo. Ante un
resultado positivo débil, debera repetirse la
serologia utilizando un reactivo de principio
diferente.

f) Todos los centros implicados en el cribado
serologico de donantes de 6rganos deberian
realizar un registro y archivo de sueros que
deberian mantenerse durante un minimo de
10 afios.

Criterios relativos a la realizacion de los marcadores
seroldgicos

En la actualidad, las diferentes técnicas utilizadas
para detectar posibles marcadores de
transmisibilidad poseen una elevada calidad en
términos de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos positivo y negativo. Sin embargo, aunque
infrecuentes, continla existiendo la posibilidad de
falsos negativos y positivos. Los primeros pueden
producirse por las siguientes causas:

a) Hemodilucién: la transfusiéon de un elevado
numero de unidades de sangre o infusion de
cristaloides o coloides al potencial donante,
previamente a la realizacion de las técnicas
seroldgicas, podria resultar, a consecuencia
de la hemodilucion, en una disminucion en la
titulacion de los marcadores serolégicos por
debajo de los niveles de sensibilidad de las
diferentes técnicas, siendo causa de falsos
negativos.

b) Periodo ventana: la realizacion de una
historia clinica/epidemiolégica es el mejor

meétodo para descartar aquellos donantes con
procesos infecciosos que pudieran hallarse en
periodo ventana (VIH, VHC, VHB) o para los
que no existan marcadores de transmisibilidad
(priones). En los donantes vivos de 6rganos
debe realizarse un cribado serolégico tres
meses antes y otro en el momento de la
donacién. Adicionalmente, en estos pacientes,
se realizara la correspondiente educacion
higiénico-sanitaria para evitar todas aquellas
actividades con riesgo de infeccion por estos
virus.
Es importante utilizar pruebas microbioldgicas
que permitan la reduccion de los periodos
ventana, especialmente para el VIH, VHB y VHC,
pues reducirian la posibilidad de transmision de
infecciones y aumentarian el numero de
donaciones y la percepcién de seguridad. Una
forma eficiente y rapida de cribar el periodo
ventana del VHC es la determinacion del antigeno
del VHC en suero. Los actuales reactivos de PCR
a tiempo real permiten generar resultados con
una elevada sensibilidad y especificidad en
menos de 6 h. Sin embargo, no olvidemos que las
dificultades estaran supeditadas a la logistica de
cada laboratorio en particular, se triplica el tiempo
de generacion de resultados respecto a las
actuales técnicas de cribado y se produce un
incremento considerable del coste. Ademas, los
falsos positivos pueden acabar representando
una disminucién del nimero de donaciones. En
definitiva, ¢sen qué situaciones se deberian
realizar este tipo de técnicas?, ;en todos los
donantes o en aquellos con factores de riesgo?,
ien los anti-VHC(+) o en los anti-core
VHB(+)/HBsAg(-)?. No existe un consenso al
respecto.
La utilizacion de técnicas de microbiologia
molecular para el cribado de los periodos ventana
debe ser evaluada en un futuro teniendo en
cuenta sus riesgos y beneficios en el contexto
global del cribado de donantes, de la utilizacion
del 6rgano y de la prevencidon de la morbi-
mortalidad en las listas de espera.

En cuanto a los falsos positivos del cribado, se
producen fundamentalmente en el caso de donante
cadaver. En éstos, tanto la hemdlisis de la muestra
como el retraso en su extracciéon (productos de
degradacion tisular) pueden ser causa de falsos
positivos en las pruebas de cribado serologico. Para
evitar la pérdida de posibles donaciones, la demora
en la extraccion de la muestra en el caso del donante
cadaver deberia ser minima.

Marcadores serolégicos de transmisibilidad

Debe determinarse en todos los donantes,
previamente a la extraccion, su capacidad para
transmitir VIH, VHB, VHC y T. pallidum (Tabla 9).
Adicionalmente, con la finalidad de obtener una
informacion util que permita prevenir o predecir las
posibles complicaciones que surgiran en el receptor,
se determinaran con una demora no superior a las 24-
48 h los marcadores de transmisibilidad de CMV y T.
gondii. Referente a la serologia frente al VEB,
considerando que mas del 95% de la poblacion es




seropositiva, tan solo estaria indicado cuando el
posible receptor fuera seronegativo, especialmente en

Tabla 9. Marcadores serolégicos en el donante.

el contexto del trasplante infantil.

Agente infeccioso

Marcadores recomendados

Previamente a la donacion

Anticuerpos totales y antigeno VHD®

VIH1y2 Anticuerpos totales®
Antigeno p24
VHB HBsAg"
Anticuerpos totales anti-HBc
VHC Anticuerpos totales®
HTLV-I/Il

Treponema pallidum Reaginas

Antigeno, anticuerpos IgG°®

Pruebas treponémicas si las reaginas son positivas

Diferidos 24-48 h

CMV IgG o anticuerpos totales

VEB Ig G anti-VCA
Toxoplasma gondii

IgG (IgM si la determinacion de 1gG es positiva)

2VIH1+2, subtipo O, 3%/42 generacion.
PSensibilidad analitica: 0,2 ng/ml.
°Si HBsAg (+).

Enzimoensayos de 3?2 generacion.

®Factores de riesgo u obligatoriedad en pais de destino.

Tan solo si el receptor es seronegativo (especial atencion en el trasplante infantil).

Un aspecto que genera controversia en la actualidad
es el cribado de infeccion oculta por el VHB.
Diferentes estudios han demostrado la presencia del
genoma del VHB latente en el higado de los sujetos
con anticuerpos frente al antigeno del core del VHB
(anti-HBc), independientemente del resultado de
cualquier otro marcador de este virus, indicando la
probabilidad de transmision de la hepatitis B a través
del higado. Adicionalmente, estudios recientes han
demostrado la presencia de ADN del VHB en sangre
en donantes anti-HBc positivos, HBsAg negativos, e
independientemente de la presencia o no de anti-HBs.
Se desconoce en estos casos: probabilidad de
transmision del VHB a través de drganos
extrahepaticos; titulo de anticuerpos frente al antigeno
de superficie en el donante que pueda predecir su
capacidad de transmision (superior a 10 6 100 Ul/mL)
y pronostico en el receptor de la posible hepatitis B
transmitida. En nuestro pais existe todavia un
importante debate sobre la pertinencia en la
determinacion del ADN del VHB en sangre en los
donantes anti-HBc positivos debido a: elevada
prevalencia de anti-core en la poblacién espafiola;
escasa disponibilidad de higados; elevada mortalidad
en lista de espera; posibilidad de vacunar al receptor y
establecimiento de profilaxis o tratamiento antivirico
en el periodo postrasplante. No olvidemos que la
discusion de estos temas es diferente si se trata de
donantes de sangre, de drganos (higado o
extrahepatico) o de tejidos.

La determinacion de marcadores de HTLV I/l
debera realizarse ante la sospecha de factores de
riesgo en el donante (inmigrantes que hayan nacido o
vivido en zonas endémicas, viajeros a dichas zonas
endémicas y familiares de estos inmigrantes o
viajeros) o en aquellos casos en que el 6rgano vaya a
ser trasplantado en paises en los que dicha

determinacion sea obligatoria. Sin embargo, debido a
la importancia actual de los flujos migratorios desde
areas endémicas para HTLV y a sus caracteristicos
mecanismos de transmisién, es muy dificil cribar por
factores de riesgo, por lo que seria recomendable
realizar la determinacion de anticuerpos especificos
frente a HTLV I/ll en todos los donantes de érganos.
Sin embargo, la baja prevalencia de infeccion y la baja
proporcién de positivos que son confirmados mediante
western blot esta obligando a replantear su utilizacién
universal hasta que se desarrollen reactivos de mayor
especificidad.

Infecciones en donantes extranjeros o procedentes
de paises tropicales

Es importante conocer el origen o viajes realizados
por los donantes ya que pueden presentar una
patologia infecciosa especial (con el consiguiente
riesgo de transmision al receptor). Se evaluara en
cada situacién la necesidad de este tipo de cribado.
Entre los mas importantes:

a) Paludismo, mediante extensiéon y gota gruesa
o] deteccion antigénica por
inmunocromatografia,

b) Enfermedad de Chagas, a través de la
deteccion de anticuerpos por
inmunoprecipitacién, inmunofluorescencia o
enzimoinmunoensayo.

c) Leishmaniasis visceral por serologia.

d) Estrongiloidiasis (ven en evaluacion del
candidato a trasplante).

e) En caso de eosinofilia en el donante,
deteccion en diferido de huevos de trematodos
en heces (Clonorchis spp., Opistorchis spp.),
en orina (Schistosoma spp.) en esputo
(Paragonimus spp.) o en bilis (Fasciola
hepatica).




f) Coccidiodes inmitis e Histoplasma capsulatum:
podria hacerse serologia diferida, pero existe
una importante dificultad para conseguir los
reactivos en nuestro pais.

4. SEGUIMIENTO POSTRASPLANTE:
MONITORIZACION MICROBIOLOGICA

El numero de los potenciales patdégenos que pueden
infectar al paciente trasplantado es amplisimo, ya
que a los patégenos primarios se une una larga lista
de oportunistas que aprovechan la situacion de
inmunodepresion y la quiebra de otros mecanismos
de defensa propios del trasplantado. En los ultimos
afos, se ha obtenido una gran base de conocimiento
de los factores de riesgo dependientes de las
caracteristicas propias del paciente, del tipo de
trasplante, de factores ambientales o del periodo de
tiempo en que se producen que han permitido
delimitar y predecir las complicaciones infecciosas
tras el trasplante y, sobre todo, ayudar a prevenirlas
(ver apartados anteriores de este documento). Las
estrategias  preventivas han ido dirigidas,
fundamentalmente, a la evaluacion del donante y del
receptor, asi como a la administraciéon de profilaxis
especifica para algunos de estos patdgenos.

En los primeros afos de la era del trasplante, se
ponia mucho énfasis en protocolos sistematicos de
vigilancia y seguimiento mediante técnicas
microbiolégicas de todo tipo, lo que originaba una
fuerte carga para el laboratorio y un incremento
notable de los costes del programa en si. Es cierto
que, en aquellos momentos, estas busquedas
sistematicas permitian obtener una informaciéon muy
valiosa pero, con el paso del tiempo, se ha producido
una tendencia hacia una monitorizacidbn mas
simplificada y, en cierto sentido, mas adaptada a
cada caso en particular. Las razones deben
atribuirse a la mejora general de los cuidados del
paciente, desde el procedimiento quirdrgico a las
modernas pautas de inmunodepresion, al mejor
conocimiento de las infecciones y a la disponibilidad
de técnicas diagndsticas rapidas. Incluso, hay
ocasiones en que la vigilancia sistematica puede
aportar informacién poco predictiva del proceso que
queremos investigar (por ejemplo, los cultivos de
CMV en orina o saliva de los TOS). Para valorar la
conveniencia de estudios de vigilancia, hay que
considerar lo siguiente: a) la probabilidad y gravedad
de la infeccion, b) el periodo de tiempo con mayor
riesgo para que se presente, c) el valor predictivo de
la prueba diagnoéstica, d) la eficacia de las
estrategias preventivas que se pueden poner en
practica de acuerdo con los resultados obtenidos, e)
el impacto final sobre la salud del paciente, y f) el
coste econdmico. En la tabla 10 se resumen algunas
recomendaciones actuales sobre la Vvigilancia
microbiolégica  establecidos  por  sociedades
cientificas o grupos internacionales de expertos.

Respecto a la metodologia microbioldgica
concreta, las recomendaciones acerca de las
muestras mas apropiadas y las técnicas a emplear
no difieren basicamente de las que puede aplicar el
laboratorio para otras situaciones clinicas complejas
(tablas 11 y 12). Como ya se ha dicho, el laboratorio

que asista a un programa de trasplante debera
contar con un grado de desarrollo técnico y de
conocimiento elevados, con areas diagndsticas que
cubran todos los posibles patdégenos: bacterias,
hongos, parasitos y virus. Es muy conveniente que
pueda llevar a cabo estudios de sensibilidad
sofisticados para bacterias, hongos y algunos virus.
La cartera de servicios aplicada al diagnéstico y
seguimiento de las infecciones en estos pacientes
debera hacer énfasis en las pruebas rapidas, como
las detecciones de antigeno o las pruebas
moleculares. En general, todas ellas deberan
presentar un elevado valor predictivo positivo, pero
también negativo. La implantacion de un sistema de
calidad de certificacién (normas ISO de la serie
9000) o de acreditacion (ISO 15189) es muy
recomendable, incluso podria ser exigible para todos
los hospitales con programa de trasplante.

5. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LAS
INFECCIONES EN EL TRASPLANTADO

En los apartados anteriores se ha puesto énfasis en
los aspectos que condicionan la infeccion del
trasplantado y, consecuentemente, en las medidas
de profilaxis y control, en las que el laboratorio de
microbiologia juega un papel determinante. En este
apartado, se hace hincapié en la labor que
desempefia dicho laboratorio una vez se ha
producido el trasplante, cuando se sospecha la
posibilidad de un proceso infeccioso.

5.1. INFECCIONES BACTERIANAS

Los pacientes transplantados reunen todos Ilos
factores de riesgo para el desarrollo de las
infecciones bacterianas hospitalarias. Aunque el uso
de la profilaxis antibidtica ha disminuido
notablemente la incidencia de este tipo de
infecciones en este grupo de pacientes, la morbilidad
y mortalidad es alta. La infeccién puede transmitirse
a través del d6rgano transplantado o tratarse de
infecciones de  adquisicion intrahospitalaria,
adquiridas en la comunidad, o de la reactivacion de
infecciones latentes. El riesgo y tipo de infeccién
bacteriana estan relacionados con la situacion clinica
de partida del receptor, el tipo de transplante, el
periodo postrasplante y la evolucion de éste, tal
como se ha senalado en apartados anteriores.



Tabla 10. Recomendaciones sobre la vigilancia microbiolégica de los pacientes trasplantados de 6rgano soélido®.

Caracteristica’ Recomendacién® Grado de_ L d Periodo
Recomendacién
Urocultivos de vigilancia en el TRy TRP Si Bl Temprano
Cultivo de drenajes biliares en el TH No Dll Temprano
Cultivo de secreciones pulmonares en el TP y TCP® Si BlI Temprano
Cultivo de hongos levaduriformes en el THO No Cll Temprano-intermedio
Cultivos de vigilancia de Aspergillus No' DIl Temprano-intermedio
Vigilancia de la infeccién por el CMV Intermedio-tardio
Pacientes de riesgo en profilaxis sistematica No BlII Intermedio
Monitorizacion del tratamiento antivirica Si All Cuando proceda
Utilizacién de pruebas sensibles cuantitativas® Si Bl Siempre
Vigilancia sistematica del VHS (cultivo, antigeno) No Cll Temprano
Vigilancia de la infeccion por VEB No™ Clil Intermedio-tardio
Vigilancia de los herpesvirus humanos 6y 7 No Cll Intermedio
Vigilancia del VHC en los seropositivos Si Bl Continuo
Vigilancia del VHB en pacientes HBsAg+ Si BI Continuo
Vigilancia del poliomavirus BK en TR No Cll Intermedio-tardio
Monitorizacién de tratamientos antivirales y antifingicos Si All Durante tratamiento
Vigilancia de la reactivacion de Toxoplasma gondii No Clil Tardio

“Tomada de Pérez JL y Ayats (2004), con modificaciones para este procedimiento.

®Abreviaturas: TR: trasplante renal; TRP: trasplante renal y pancreatico; TH: trasplante hepatico; TP: trasplante pulmonar; TCP: trasplante de corazon-
pulmén; CMV: citomegalovirus; VHS: virus herpes simple; VEB: virus Epstein Barr; VHC: virus de la hepatitis C; VHB: virus de la hepatitis B.

“Cuando no se indica una monitorizacién sistematica, las pruebas de laboratorio se realizaran sélo si hay sospecha clinica.

dGrado: A: fuerte evidencia de eficacia y beneficio clinico; B: Moderada evidencia de eficacia; C: insuficiente evidencia de eficacia; D: moderada evidencia
de la ineficacia; II: evidencia de mas de un ensayo clinico bien disefiado y no aleatorizado; Ill: evidencia a partir de opiniones de expertos.

°En la primera semana post-trasplante.

fExcep’to en los trasplantados de pulmoén y pulmén-corazon.

9Antigenemia o PCR en muestras de sangre o plasma.

.hExcepto en el paciente de alto riesgo donante-positivo/receptor-negativo para el VEB.

'Cambios previsibles en el futuro con el desarrollo de técnicas moleculares.

'ARN del VHC (cualitativo o prueba cuantitativa de alta sensibilidad analitica).

perfil serologico: HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-HBe, ADN del VHB.



Tabla 11. Evaluacion microbiologica en el paciente trasplantado con sospecha de infeccion®.

Examen microscopico® Cultivo®
Muestra Gram Ziehl-  Calco- Aerobio Anae- Micobac- Hongos Virus Pruebas ocasionales
Neelsen  fluor robio terias

Sangre XX XX XX XX XX Latex criptococo, antigenemia CMV

Orina X X XX X X X Antigeno Legionella

Esputo XX X X XX X X X

LBA, biopsia, cepillado XX XX XX XX X° XX XX XX  Cultivo Legionella, investigacion P.
jirovecii, antigeno de VRS u otros virus

Herida quirdrgica X X X XX X X X

Lesion cutanea X X X XX X X X Antigeno VVZ y de VHS

Tejidos, liquidos XX XX XX XX XX XX XX XX

LCR XX XX XX XX XX XX Latex criptococo, PCR de VHS, CMV,
VEB, HVH-6, virus JC, etc

Catéteres® XX XX

Heces XX Parasitos, toxina de Clostridium difficile

*Modificada de LaRocco y Burgert (1997). Abreviaturas: CMV, citomegalovirus; LBA, lavado broncoalveolar; VRS, virus respiratorio sincitial; VVZ, virus varicela-zoster; VHS, virus herpes
simple; LCR, liquido cefalorraquideo; VEB, virus Epstein-Barr; HVH-6, herpesvirus humano 6.

®a marca XX indica que esta técnica suele realizarse de forma rutinaria.

°Sélo en muestras obtenidas con catéter telescopado.

dCultivo semicuantitativo de la punta; Gram de la conexion y del punto de insercidn del catéter.



Tabla 12. Consideraciones sobre la obtencion de las muestras para el diagnéstico de las infecciones en pacientes trasplantados.

Muestra

Comentarios practicos

Drenajes

Exudados de herida quirurgica
Exudado faringeo/nasofaringeo
Tracto respiratorio inferior
Exudado de vesiculas cutaneas
Sangre (hemocultivos)

Sangre (virus)

Orina

Heces

LCR

Tejidos, biopsias

Catéteres

Similar a otros pacientes

Similar a otros pacientes

Considerar cultivo y pruebas de deteccion rapidas para virus respiratorios comunes

Similar a otros pacientes; se prefiere lavado broncoalveolar (LBA) a esputo

Romper la vesicula y absorber con hisopo; frotar enérgicamente la base para pruebas de deteccion de antigeno
Minimo, 10 mL por frasco; prolongar la incubacién 3-4 semanas en caso de sospecha de infeccién fungica
Utilizar EDTA como anticoagulante, pues permite realizar técnicas de amplificaciéon PCR para distintos patégenos
No utilizar conservantes ni estabilizantes si se desea investigar la presencia de virus

No utilizar conservantes si se llevan a cabo pruebas de deteccion de antigeno o toxina de Clostridium difficile
Remitir volumen suficiente

Similar a otros pacientes; remitir en recipiente sin formol

Similar a otros pacientes




El primer mes postrasplante es el periodo de
mayor incidencia de infecciones por patégenos
multirresistentes, aunque en los pacientes con mala
evolucion este periodo puede ser mas largo. La
colaboracién entre clinicos y microbidlogos en la
vigilancia epidemiolégica de este tipo de
microorganismos permitira conocer su incidencia,
los factores de riesgo y establecer un tratamiento
adecuado lo méas temprano posible, factor de gran
importancia en la evolucion de este tipo de
pacientes. Como ya se ha indicado con
anterioridad, existen numerosos patégenos
nosocomiales que pueden infectar a los pacientes
trasplantados, con graves problemas terapéuticos.
Especial mencion merecen Acinetobacter
baumannii, S. aureus resistente a la meticilina,

Enterococccus resistentes a la vancomicina y
Pseudomonas aeruginosa resistente a las
carbapenemas. La existencia de un adecuado
sistema de vigilancia epidemiolégica, el control de
la politica antibidtica y la puesta en marcha de un
programa de seguimiento de los pacientes
infectados o] colonizados por estos
microorganismos pueden ayudar al manejo de
estos pacientes y evitar la extensién de estos
microorganismos. La tabla 13 recoge las
recomendaciones descritas por la Sociedad
Espanola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica. En la figura 1, se presenta un
diagrama indicando las infecciones mas frecuentes
en cada periodo postrasplante.

Vi

Infeccién de _H E
herida ! !
— Infeccion por _:1 '
catéter : |
—  Clostridium _i| i
difficile : :
: E Neumonia de origen comunitario
: : Infeccion urinaria de la comunidad (trasplante renal)
| : Salmonelosis y gastroenteritis bacteriana y virica
| Neumonia |4 :
nosocomial | |
— Legionella _E{ E
pneumophila ' '
I E E Nocardia E
I : : t | Tuberculosis |
: : : Listeria
o] E) M) w— ] S
Mes postrasplante

Figura 1. Infecciones mas frecuentes en los diferentes periodos postrasplante

No se ha demostrado la utilidad de los cultivos
vigilancia sistematicos para la infeccién bacteriana,
por lo que no se aconseja su realizacion. El
diagnostico de la infeccibn en este grupo de
pacientes se basa en el conocimiento de los factores
de riesgo y en mantener una elevada sospecha
clinica. En los pacientes trasplantados, la presencia
de fiebre puede ser un factor fundamental en el
diagnéstico  diferencial con el rechazo del
transplante. Debe tenerse en cuenta que los
sintomas y signos de infeccion pueden ser menos
evidentes en este grupo de pacientes que en los
pacientes inmunocompetentes, debido al tratamiento
inmunosupresor. Por estas razones, un buena
practica ante la sospecha de infeccion en un
paciente transplantado seria la realizacion de dos
hemocultivos seriados, cultivo de puntos de insercion
de diferentes dispositivos que muestren sefiales de
infeccion y de cualquier zona que sugiera esta

posibilidad: Uulceras cutaneas, celulitis, muestras
respiratorias si existen secreciones, orina si existe
algun sintoma urinario, LCR si existe algun signo
neurolégico, frotis de herida quirdrgica si existen
signos de infeccion, etc. En la tabla 14 se resumen
algunas recomendaciones generales sobre la
seleccion de muestras y procedimientos mas
adecuados para el diagnostico de las infecciones
bacterianas en los pacientes trasplantados.

Las muestras deben recogerse en las condiciones
y los recipientes adecuados, deben estar
correctamente identificadas y se enviaran lo mas
pronto posible para su procesamiento. En el
laboratorio de microbiologia debe revisarse el
correcto envio e identificacion de las muestras y
proceder a su siembra en los medios adecuados y
en las condiciones de incubacion necesarias segun
los procedimientos establecidos.



Tabla 13. Vigilancia de la colonizacién por bacterias multirresistentes.

Muestras clinicas

Bacteria Heces/rectal Perineal Faringe Nasal Otras
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina +2 +4+ +4++ +H++ +4P
Enterococcus resistente a glucopéptidos ++++ ++++ (+) - ++
Enterobacterias productoras de BLEE ++++ ++++ + - ++
Acinetobacter baumannii multirresistente +H4++ ++ ++++° - ++4%¢©
Pseudomonas aeruginosa productora de MBL + +++ ++++° - ++4¢

Abreviaturas. BLEE: B-lactamasa de espectro extendido; MBL: metalo-B-lactamasa (resistencia a carbapenemas).

°No parece de interés para su estudio sistematico, aunque algunos estudios si recogen esta utilidad.

®Aspirado traqueal en pacientes con ventilacion mecanica (++), ulceras crénicas (+++), orina en pacientes sondados (++).
“Mas habitual: esputo, exudado de traqueostomia, etc. en vez de muestras faringeas.

En especial muestras de exudado de herida (+++).

°Muestra perineal (++++).



Tabla 14. Infecciones mas frecuentes en la neutropenia febril de acuerdo con el lugar de la infeccion y la etiologia®

Lugar de la infeccion Manifestaciones clinicas Principales patégenos

Diagnéstico

Sangre Bacteriemia Estafilococos coagulasa negativos,
Staphylococcus aureus, estreptococos del
grupo viridans, Enterococcus faecalis,
bacilos gramnegativos (BGN): Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,

Hemocultivos

Candida spp.
Infecciones por catéter Dolor, signos inflamatorios  Estafilococos coagulasa negativos, S. aureus, Hemocultivos cualitativos/cuantitativos,
BGN, Corynebacterium jeikeium, Candida spp. cultivo de punta e insercion del catéter
Cavidad oral Periodontitis, gingivitis, aftas S. aureus, estreptococos viridans, herpes, Candida Cultivo de la lesion
spp.
Tracto respiratorio superior Sinusitis Streptococcus pneumoniae, Haemophilus Aspiracién de senos, biopsia si no hay

Streptococcus pyogenes, S. aureus,
BGN anaerobios, hongos filamentosos

mejoria en 3-4 dias

Tracto respiratorio inferior Neumonia (tos, disnea, etc.) S. pneumoniae, H. Influenzae, estreptococos del
grupo viridans, S. aureus, Legionella, Aspergillus,
otros hongos filamentosos, Pneumocystis jirovecii,
Mycobacterium tuberculosis

Radiografia de térax, examen y cultivo
de esputo, lavado broncoalveolar,
tinciones especificas (Ziehl-Neelsen,
inmunofluorescencia, etc.)

Intestino delgado, disconfort Tiflitis, colitis (dolor, diarrea) BGN aerobios y anaerobios, Clostridium difficile,
norovirus, rotavirus

Coprocultivo, deteccion de toxinas,
radiografia de colon, TAC abdominal

Lesiones cutaneas perirectales Celulitis (dolor, eritema, etc.) BGN aerobios y anaerobios, Enterococcus

Cultivos de lesidn, biopsia

Higado y bazo Candidiasis hepatoesplénica Candida spp.

(fiebre, dolor abdominal,
11 fosfatasas alcalinas)

TAC abdominal, ecografia

Tracto urinario Disuria, hematuria BGN, Enterococcus faecalis

Urinocultivo

#Tabla extraida de Rovira M et al (Enferm Infecc Microbiol Clin 2007; 25:477-86) con modificaciones.



El procesamiento de las muestras procedentes de
estos pacientes debe seguir las normas habituales
del laboratorio de microbiologia, prestando especial
atencion al aislamiento de microorganismos
multirresistentes y de otros microorganismos con
mayor incidencia en los trasplantados, como L.
monocytogenes, especies de los  géneros
Salmonella, Mycobacterium, Nocardia y Legionella.
5.1.1. Diagndstico de la infeccion aguda. Las
infecciones mas frecuentes en este grupo de
pacientes son la neumonia, la infeccién urinaria, la
bacteriemia y la infeccion del area quirurgica. La
incidencia de dichas infecciones varia en funcion del
tipo de transplante. Asi, en los pacientes con
transplante renal, la infeccion de las vias urinarias es
la mas frecuente, con el consiguiente riesgo de la
pérdida del organo trasplantado. Los agentes
etiolégicos mas habituales no difieren de los de otros
pacientes hospitalizados. La neumonia es la
complicacion mas frecuente en los pacientes con
transplante cardiaco y pulmonar, y suele presentarse
durante el primer mes del periodo postransplante. En
esta situacion, los agentes mas comunes son los
patdégenos nosocomiales, incluyendo
microorganismos multirresistentes, pero no se deben
olvidar otros patégenos mas convencionales, como
S. pneumoniae o H. influenzae, especialmente en el
TPH. La infeccién de la herida quirargica ocurre con
mayor frecuencia en los trasplantados que en otros
pacientes quirurgicos pero la etiologia no difiere de la
de éstos. La bacteriemia es una complicacion
frecuente en los pacientes con TOS vy, sobre todo, en
el TPH. Con frecuencia, esta relacionada con el
catéter y en mas del 60% de los casos el agente
etioldgico son microorganismos grampositivos.

No hay métodos especiales ni estrategias
particulares que deba aplicar el laboratorio de
microbiologia en el diagndstico de la infeccién
bacteriana aguda, salvo que, por definiciéon, el
laboratorio que atienda al trasplante debe estar
altamente capacitado, tanto tecnolégicamente como
desde el punto de vista de profesionales con elevado
conocimiento. El resto de consideraciones generales
mencionadas en el epigrafe anterior valen también
para la infeccidon bacteriana aguda.

5.1.2. Diagndstico de la infeccion Ilatente y
crénica: micobacteriosis. La infeccion por
micobacterias, muy en particular la tuberculosis, es
una complicaciéon relativamente frecuente en los
trasplantados de nuestro pais. Se ha estimado una
frecuencia de hasta el 3%, superior en el caso del
trasplante pulmonar. Las complicaciones pueden ser
graves, con mayor frecuencia de formas
extrapulmonares y diseminadas. La tuberculosis
plantea problemas desde el punto de vista del
diagndstico clinico y microbioldgico, pero también de
tratamiento, por las interacciones medicamentosas
de los farmacos antituberculosos y las drogas
inmunosupresoras. Por esas razones, la tuberculosis
forma parte de la evaluacién de los candidatos al
trasplante, y es en este periodo donde deben
hacerse los mayores esfuerzos diagndsticos vy, si
fuese necesario, de tratamiento de la infeccion
latente. A pesar de ello, pueden presentarse casos
en el periodo postrasplante y, por las dificultades

diagndsticas mencionadas, el laboratorio debe dar
un buen soporte tecnolégico y de conocimiento
acorde con los requerimientos generales de
cualquier programa de trasplante. Las estrategias y
métodos de laboratorio no difieren de las que se
aplican para otras situaciones clinicas. El
mantenimiento de un alto indice de sospecha por
parte de los clinicos responsables del paciente y la
buena interconexion entre éstos y los microbiélogos
son, una vez mas, factores claves.

5.1.3. Otros patdgenos bacterianos de especial
mencién (Nocardia, Listeria, etc.). A diferencia de
lo que ocurre en los pacientes inmunocompetentes,
en los que causan generalmente una diarrea leve o
moderada, en los pacientes inmunodeprimidos las
salmonelas no tifoideas pueden ser el origen de una
infeccion bacteriémica grave con focos metastasicos,
entre los que se incluye la pielonefritis, artritis
séptica, abscesos en visceras e infecciones
vasculares.  Actualmente, la incidencia de
salmonelosis en los pacientes transplantados ha
disminuido por el uso del cotrimoxazol en la profilaxis
de la infeccién por P. jirovecii.

La infeccion por L. monocytogenes se debe a la
ingesta de alimentos contaminados y esta también
relacionada con el grado de inmunodepresién. En
general, se presenta entre el segundo y sexto mes
postrasplante. La manifestacion clinica mas
frecuente es la meningitis y la bacteriemia primaria,
pero también puede ser causa de otras infecciones
localizadas. La incidencia de esta infeccion también
es baja en la actualidad, probablemente debido a la
utilizacién del cotrimoxazol para la profilaxis de P.
jirovecii.

En los pacientes trasplantados, la incidencia de
infeccion por Nocardia spp. esta entre el 0,1% vy
3,5%. Es mas frecuente en los pacientes con
trasplante pulmonar. La forma de nocardiosis mas
habitual es la pulmonar, que cursa como una
neumonia que puede diseminarse a otros 6rganos,
como el cerebro y la piel. EI examen microscopico de
las muestras clinicas puede ser de gran ayuda para
el diagnéstico rapido de laboratorio. En la tincion de
Gram se observan formas grampositivas bacilares
ramificadas y cocobacilares, acido-alcohol
resistentes cuando se realiza la tincion de Ziehl-
Neelsen modificada. El cultivo es obligado en caso
de sospecha y la incubacion debe prolongarse al
menos 15 dias.

Rhodococcus equi es una causa infrecuente de
neumonia recurrente o cavitada en este grupo de
pacientes. La sospecha clinica de la infeccién por
este organismo debe informarse al laboratorio de
microbiologia, para establecer los protocolos
necesarios para su cultivo. La variabilidad
morfolégica  (formas  cocoides o  bacilares
grampositivas) de R. equi en el examen microscépico
depende del tipo de muestra estudiada y de las
condiciones de incubacién del cultivo. En
condiciones de incubacién de aerobiosis y en placas
de agar sangre, R. equi puede desarrollar tres tipos
de colonias: colonias mucosas rosadas, colonias no
mucosas de color coral y, con menor frecuencia,
colonias no mucosas amarillas. Se aconseja la
utilizacion de medios selectivos con antibiéticos para



evitar el sobrecrecimiento bacteriano, ya que los
cultivos deben incubarse durante un tiempo
prolongado.

La infeccién por Clostridium difficile es una entidad
no infrecuente en este grupo de pacientes. La
presencia de C. difficile productor de toxina debe
descartarse siempre en los trasplantados que
presenten diarrea, ya que en ellos concurren varios
de los factores de riesgo: inmunodepresion,
administracion de multiples antibidticos, etc. El
diagndstico microbiolégico no difiere de otros
pacientes hospitalizados y, como en éstos, no resulta
totalmente satisfactorio. Debe combinarse Ila
utilizacion de un método de deteccidn rapida de
toxinas A y B (rapido, pero de sensibilidad
suboptima) con el cultivo toxigénico (aislamiento del
microorganismo y comprobacion de su capacidad de
producir las toxinas) que mejora notablemente el
rendimiento diagndstico, especialmente en situacion
de baja endemia, pero que ofrece resultados tardios.

La incidencia de legionelosis en los pacientes
trasplantados es variable, en funcibn de las
condiciones epidemiolégicas de cada centro. Aunque
es mas frecuente que se trate de una infeccion
nosocomial, también puede ser de origen
comunitario. La forma de presentacion clinica es
menos definida que en huésped normal. La mayoria
de los casos estan causados por Legionella
pneumophila serogrupo 1. El cultivo con medios
selectivos (BCYE-a) es el método de eleccion por su
sensibilidad y especificidad. Las muestras
recomendadas son las secreciones respiratorias, la
sangre y el tejido pulmonar. Los criterios
microscépicos de aceptacidon del esputo para
patégenos convencionales no sirven para Legionella
lo que, junto con el hecho de que la bacteria se
cultiva en medios y protocolos especificos (BCYE-a),
obliga a advertir al laboratorio de la sospecha clinica.
Se recomienda realizar siempre el cultivo, ya que es
el unico método que permite aislar la cepa para
realizar estudios epidemioldgicos o de sensibilidad, y
porque posibilita el diagnéstico de todos los
serogrupos de L. pneumophila. En los ultimos afos,
la deteccion de antigeno en orina se ha erigido como
un meétodo de gran utilidad por su sensibilidad,
especificidad, simplicidad técnica y rapidez. Es
obligado realizarla ante una sospecha de
legionelosis en un trasplantado, mas aun en
situacion de brote nosocomial. Debe tenerse en
cuenta que la excrecion de antigeno puede
prolongarse por un tiempo largo, por lo que los
resultados positivos deben interpretarse en el
contexto clinico. La antigenuria no detecta Legionella
de serogrupos distintos al serogrupo 1. El
diagndstico serologico tiene una utilidad limitada y no
se recomienda con caracter general para estos
pacientes.

5.2. INFECCIONES FUNGICAS

La infeccion fungica ha ido aumentando
progresivamente en los Uultimos afios debido al
aumento de pacientes con inmunosupresion, uso de
antimicrobianos de amplio espectro, instrumentacion,
etc. La poblacion transplantada cumple todos los
factores de riesgo de infeccion fungica invasiva (IFl),

siendo un factor clave para desarrollarla el grado y la
duracion de la neutropenia. ElI 80-90% de las
infecciones fungicas ocurren dentro de los primeros
dos meses postrasplante. Los agentes etiologicos de
IFI mas frecuentes son Candida spp. y Aspergillus
spp., pero se ha observado un aumento progresivo
de la incidencia de especies de otros hongos
filamentosos como Scedosporium, Fusarium vy
zigomicetos, que causan infecciones con peor
pronostico. La incidencia de infeccion fungica varia
segun el tipo de trasplante y de la metodologia
diagnostica empleada, desde el 50% en el TPH
hasta el 5% en el trasplante de riiidn segun distintas
series.

Los signos y sintomas de la infeccion fungica en el
trasplantado son poco especificos. La manifestacion
clinica mas frecuente es la fiebre persistente que no
responde al tratamiento con antibiéticos de amplio
espectro. Aunque se han producido avances en el
conocimiento de los factores de riesgo y en el
desarrollo de técnicas de imagen, éstos tampoco
solucionan por si solos el problema. La tomografia
axial computarizada (TAC) es de gran ayuda para la
aspergilosis pulmonar invasiva o diseminada en los
pacientes neutropénicos, pero no es siempre lo
suficientemente precoz como para cambiar el
prondstico de esta grave infeccion. Los métodos
microbiolégicos tienen una sensibilidad subéptima vy
requieren tiempos de incubacion prolongados, lo que
retrasa el diagnostico. Por lo tanto, el diagnéstico de
estas infecciones requiere una elevada sospecha
clinica y el concurso multidisciplinar de varios
profesionales, entre ellos el microbidlogo.

En la valoracion de los métodos convencionales de

diagndstico microbiolégico (el examen microscépico
directo y el cultivo), debe tenerse en cuenta que: a)
las muestras remitidas no son siempre lo mas
adecuadas porque, en este tipo de pacientes, no se
pueden realizar exploraciones invasivas que
permitirian la obtencién de muestras mas rentables;
b) requieren un tiempo de incubaciéon que retrasa el
diagnéstico; ¢) la contaminacion ambiental o con la
microbiota habitual puede dificultar la interpretacion
del cultivo. Las limitaciones de los métodos
convencionales han promovido la investigacion y el
desarrollo de otras técnicas diagnésticas como la
deteccion de antigenos y anticuerpos, productos
metabdlicos o ADN fungicos. En la tabla 15 se
resumen los aspectos generales relativos al
diagndstico de las infecciones fungicas en los
trasplantados.
5.2.1. Muestras adecuadas. El laboratorio puede
ayudar a establecer o confirmar el diagndstico de las
micosis, pero para ello es necesario la seleccion de
las muestras y métodos de procesamiento
microbiolégicos adecuados. Si no se hace asi,
incluso podrian generarse errores diagnosticos.
Siempre que sea posible, la muestra a estudiar
debera obtenerse directamente del 6rgano afectado.
Dentro de las muestras remitidas para el estudio de
la infeccion micdtica, merecen especial mencién las
respiratorias, las del sistema nervioso central (SNC)
y los hemocultivos.



Tabla 15. Consideraciones generales sobre el diagnéstico de las infecciones fungicas en los trasplantados.

» Obligado el enfoque multidisciplinar y la estrecha colaboracion entre clinicos y microbidlogos

» Obligado mantener un elevado indice de sospecha y valorar los factores de riesgo concurrentes
» Necesario el concurso de varios métodos diagnésticos: ninguno por si solo suele ser suficiente
» La microscopia y el cultivo son ineludibles, a pesar de sus limitaciones

» Se requieren estudios seriados para mejorar la sensibilidad y poder interpretar los resultados

» Se deben obtener muestras del érgano afectado, siempre que sea posible

» El lavado broncoalveolar, mejor que el esputo (infeccion respiratoria)

» Las biopsias, mejor que los frotis o raspados

» El hemocultivo es obligado, aunque su sensibilidad sea insuficiente

» Tiempos de incubacion prolongados (3-4 semanas)

» Conviene triturar los tejidos, no homogeneizarlos (zigomicosis)

» Se debe identificar los hongos aislados, pues puede ser la clave para el tratamiento

» Deteccion de antigenos: métodos rapidos, algunos de gran utilidad

» Escaso papel de la deteccion de anticuerpos en el diagnéstico de las infecciones fungicas
» Pruebas moleculares: técnicas diagndsticas complementarias

La muestra de eleccion para el diagnéstico de
infeccién por hongos del tracto respiratorio inferior es
el lavado broncoalveolar pero, en ocasiones, no
pueden realizarse exploraciones agresivas en este
grupo de pacientes, por lo que se tiene que recurrir a
los esputos o aspirados traqueales. La colonizacion
orofaringea por Candida spp. y la baja calidad de los
esputos de los pacientes neutropénicos, por
dificultad en la expectoracion, determina que el
estudio de estas muestras pueda tener poco valor.
La interpretacion de los cultivos debe realizarse con
precaucion y siempre dentro del contexto clinico del
paciente. La sensibilidad y especificidad del esputo
para el diagnéstico de la aspergilosis pulmonar
también son variables, pero ambas aumentan si se
envian al menos tres muestras para cultivo de
hongos y si se obtienen aislamientos repetidos en
muestras distintas. A excepcion de los patégenos
fungicos primarios como Histoplasma capsulatum, en
los hongos oportunistas la utilidad de la muestra
vendra determinada por la calidad del esputo, como
en los cultivos bacterianos. La puncién biopsia
pulmonar percutanea dirigida por TAC, permite el
diagnéstico de infeccion fungica en el 50-80% de
casos. El esputo y las secreciones respiratorias
claramente purulentas, hematicas o caseificadas
pueden sembrarse directamente en los medios de
cultivo. Las muestras fluidas deberan centrifugarse
previamente a su siembra, resuspendiendo el
sobrenadante en suero fisioldgico y las secreciones
viscosas deberan fluidificarse con un agente
mucolitico.

La infecciéon de nariz y senos puede estar causada
por una variedad de hongos (Aspergillus spp.,
Fusarium spp., hongos dematiaceos y mucorales).
En estos casos deben remitirse muestras para
estudio histolégico y micoldgico: frotis o raspados
nasales, biopsia o lavados de los senos paranasales.
La observacién de hifas anchas, no tabicadas y con
ramificaciones en angulo recto es sugestiva de
infeccién por mucorales.

En cuanto al diagnostico de las infecciones del
SNC, los principales factores que influyen en la
rentabilidad del cultivo del liquido cefalorraquideo

(LCR) son el volumen de muestra procesado, el
tiempo, la temperatura de incubacion y la
administracion de tratamiento antifungico previo. El
examen directo con tinta china permite el diagnostico
de la meningitis criptocécica en el 50-75% de los
casos y el cultivo, aproximadamente, en el 90%. En
la meningitis candidiasica, el examen directo es
positivo en la mitad de los casos y el cultivo en torno
el 70%. El estudio del LCR tiene poco valor en las
lesiones focales del SNC. En estos casos, la muestra
mas adecuada para estudio es la puncion y biopsia
de la zona afectada para estudio histopatoldgico y
cultivo.

El hemocultivo debe realizarse en todos aquellos
casos en que se sospeche infeccién por criptococo,
Candida spp., Histoplasma spp. u otros hongos
como Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium
spp. o Paecilomyces spp.. El aislamiento de
Aspergillus spp. en hemocultivo es extremadamente
raro. En pacientes con candidemia, a pesar de
realizar hemocultivos seriados, estos son positivos
en menos del 50% de los casos. Los factores que
influyen en el rendimiento de los hemocultivos son:
volumen de la muestra, frecuencia de las muestras,
medio de cultivo y método utilizado. La utilizacion de
mas de un medio de cultivo, la inoculacion de un
volumen de 10 mL de sangre en cada frasco, la
realizacion de, al menos, dos hemocultivos seriados,
la incubacion prolongada (14-21 dias) y la practica
de subcultivos ciegos cuando finaliza el protocolo de
incubacion podrian mejorar el rendimiento de esta
muestra. Los métodos actuales comerciales
automatizados para hemocultivo tienen mayor
rentabilidad en el aislamiento y requieren menos
tiempo para el crecimiento de las levaduras que los
métodos tradicionales bifasicos, pero no muestran
ventajas respecto a los hongos filamentosos. El
método de lisis-centrifugacion parece tener una
mayor sensibilidad para la recuperacion de hongos
dimérficos y algunos filamentosos, pero es un
método laborioso, de dificil aplicacion como sistema
de rutina en un laboratorio de microbiologia. Su
utilizacién estaria condicionada a la existencia de
una fuerte sospecha clinica de infeccion por estos



hongos.

5.2.2. Métodos diagnodsticos. Tal y como se ha
indicado con anterioridad, las muestras
seleccionadas para el diagnéstico de las infecciones
fungicas se deben recoger en las maximas
condiciones de esterilidad y remitir rapidamente al
laboratorio de microbiologia para su procesamiento.
Los liquidos estériles deben concentrarse mediante
centrifugaciéon o filtracion, para posteriormente
realizar la siembra en los medios seleccionados vy el
examen microscopico directo si hay muestra
suficiente. Las muestras de tejido y de biopsias
deben ser troceadas para su inoculacion directa en
las placas con los medios de cultivo seleccionados y
para el examen directo. No deben ser
homogeneizadas, ya que en los casos de infeccion
por zigomicetos la homogenizacion disminuye la
viabilidad del hongo. Todas las muestras deben
observarse macroscopicamente y seleccionar la
parte mas representativa, buscandose en los tejidos
las zonas con pus, caseificacion o necrosis.

La microscopia nos permite tener un diagnéstico
presuntivo de infeccion fungica rapido por lo que,
siempre que el volumen de la muestra lo permita,
debe realizarse el examen microscépico directo. A
pesar de ello, el valor del examen microscopico es
limitado: es poco sensible y no descarta la infeccion
si no se observan elementos fungicos, y también
puede dar resultados falsos positivos. Aunque en la
mayoria de los casos no permite la identificacion del
hongo causal, la observacién de determinadas
estructuras  fungicas puede proporcionar un
diagnostico definitivo: capsula de Cryptococcus
neoformans, células fumagoides en
cromoblastomicosis, levaduras pequefias
intracelulares de H. capsulatum, quistes/ascas
tipicos de P. jirovecii, levaduras con brotes de base
ancha de Blastomyces dermatitidis, levaduras con
gemacion multipolar en rueda de timéon de
Paracoccidiodes brasiliensis, o las esférulas de
Coccidiodes immitis. Por otro lado, el examen
microscopico negativo puede ayudar a la
interpretacion  de  cultivos positivos ~ como
contaminantes.

Son multiples las técnicas de observacion
microscopica para el diagnéstico de las micosis. En
los examenes en fresco, la adicion de KOH o
dimetilsulféxido facilita la clarificacion de la muestra
pero requiere una mayor experiencia del observador.
La tincién de Gram permite observar las formas
levaduriformes, pero tiene menor sensibilidad para
las hifas. Las tinciones basadas en métodos
fluorescentes no requieren tanta experiencia del
observador. Las tinciones argénticas y la del acido
periédico de Schiff son las mas utilizadas en
histopatologia para la visualizacién de elementos
fungicos.

El cultivo nos permitira el aislamiento, la
identificacion y la realizacién de pruebas de
sensibilidad a los antifungicos, en el caso de que
éstas se consideren necesarias. A pesar de que la
mayoria de hongos son poco exigentes y crecen en
un gran numero de medios de cultivo, se aconseja la
seleccion de medios generales (agar Sabouraud) y

medios selectivos con antibidticos o antifungicos
para inhibir el sobrecrecimiento de la microbiota
comensal o de contaminantes. La temperatura de
incubacion aconsejada es de 30°C y el tiempo de
incubacion 3-4 semanas. Los medios, condiciones
de cultivo asi como los métodos de identificacion de
los hongos filamentosos y levaduras estan
ampliamente explicados en el Procedimiento n°® 21
de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)
“Diagnéstico microbioldgico de las micosis y estudio
de la sensibilidad a los antifungicos”.

La deteccion de antigenos fungicos o de
componentes no antigénicos circulantes en sangre,
orina 0 muestras respiratorias ha sido una de las vias
de estudio como método de diagndstico rapido de las
micosis sistémicas en los ultimos afos. Se han
utilizado multiples moléculas como antigenos para el
diagndstico de las micosis invasivas que se
analizardn al tratar de cada uno de los agentes
etioldgicos individualmente.

La deteccién de anticuerpos tiene poco valor para
el diagnéstico de la infeccion fungica en los
pacientes neutropénicos. Muchos de estos pacientes
no son capaces de generar una respuesta
inmunitaria y, ademas, la presencia de una serologia
positiva no permite diferenciar entre colonizacién e
infeccion. Por otro lado, cuando se produce, la
respuesta de los anticuerpos es tardia, una vez que
ya se ha desarrollado la enfermedad, por lo que tiene
poco valor para el diagnéstico rapido, tan necesario
en estos pacientes con el objetivo de establecer una
terapia adecuada precoz. Las técnicas seroldgicas
son utiles para el diagndstico de la histoplasmosis y
de la coccidioidomicosis, infecciones infrecuentes en
Europa, pero que deben tenerse en cuenta en
pacientes que hayan viajado a zonas endémicas.

Actualmente, estan en desarrollo técnicas de PCR.
La falta de estandarizacion del método de extraccion,
muestra a utilizar, diana a amplificar, y técnica de
PCR empleada dificulta la comparaciéon entre los
diferentes estudios publicados y su recomendacion
como técnica diagndstica para las infecciones
fungicas. La rotura de la pared celular fungica y la
extraccion del ADN es un paso critico que influye
directamente en la sensibilidad de la PCR. Se han
evaluado distintos métodos de extraccion, pero
todavia no existe un consenso sobre cual es el mas
adecuado. Por el momento pueden considerarse
técnicas complementarias de diagndstico, pero no el
método de eleccion.

En cuanto a la realizacion de pruebas para el
estudio de la sensibilidad a los antifungicos, la
estandarizacién de los métodos de referencia por
parte de distintos comités, como el European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) y el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), permite la realizaciéon de estas
pruebas en los laboratorios clinicos y conocer el
perfil de sensibilidad de las cepas clinicas. El
desarrollo de nuevas moléculas antifungicas también
justifica la realizacién de estas pruebas con el fin de
detectar resistencias y buscar la mejor alternativa
terapéutica. En la actualidad, existen técnicas



comerciales y métodos de difusion en agar con
discos que muestran buena correlacién con los
métodos de referencia, mas laboriosos y de dificil
aplicacién en la practica diaria en los laboratorios de
microbiologia clinica.

Existe una cierta controversia sobre la utilidad
clinica de las pruebas de sensibilidad a los
antifingicos. La mayoria de los expertos coinciden
en senalar que los estudios de sensibilidad no son
necesarios en todos los enfermos, ya que la
informacién epidemioldgica establece cual puede ser
el tratamiento empirico mas adecuado. El Grupo de
Estudio de Micologia Médica (MICOMED) de la
SEIMC, recomienda realizarlos en caso de fracaso
terapéutico, enfermos con antecedentes de profilaxis
antifungica y aislamiento de una especie infrecuente
cuya sensibilidad sea poco predecible. En estos
casos, el estudio de la sensibilidad in vitro puede
ayudar a la deteccion de resistencias y a la seleccion
de una alternativa terapéutica, lo que es
particularmente pertinente en los trasplantados.
5.2.3. Candidiasis. La candidiasis es la infeccion
fangica mas frecuente en los pacientes
granulocitopénicos. La incidencia varia en funcion
del tipo de transplante de 6rgano, desde el 9-25% en
los TPH hasta el 30% en los pacientes con
transplante hepatico si se incluye la infecciéon de
herida quirurgica. El espectro clinico de la infeccién
por Candida spp. es muy amplio y va desde la
infeccion de la mucosa orofaringea a la candidiasis
sistémica con afectaciéon multiorganica, incluyendo la
esofagitis, infecciéon urinaria, infecciéon relacionada
con el catéter, candidiasis hepatoesplénica, etc. El
periodo de riesgo es mayor durante la fase de
neutropenia. El diagndstico de la candidiasis
sistémica es dificil y requiere una alta sospecha
clinica. En algunos centros, Candida spp. es el
cuarto agente etiologico de sepsis. Sin embargo, el
diagndstico clinico y microbioldgico de una infeccion
sistémica por Candida spp. es dificil, debido a la
ausencia de sintomas patognoménicos de la
enfermedad y al hecho de que unicamente el 50% de
los pacientes con candidemia tienen el hemocultivo
positivo. La mortalidad general es elevada. En
cuanto a la etiologia, C. albicans es la responsable
practicamente de la mitad de los casos; el resto esta
causado principalmente por C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata y C. krusei, con incidencia
variable seguin cada centro.

Muchas especies de levaduras forman parte de la
microbiota habitual orofaringea e intestinal, por lo
que su aislamiento en muestras rectales o
respiratorias no debe ser considerado diagnéstico de
infeccion. El aislamiento en muestras normalmente
estériles o en el hemocultivo es muy indicativo de
infeccion diseminada. La puncién-biopsia de las
lesiones nodulares hepaticas o esplénicas en un
paciente trasplantado neutropénico con sindrome
febril que no responde al tratamiento empirico con
antibiéticos de amplio espectro puede ser de gran
utiidad para el diagnoéstico de candidiasis
hepatoesplénica, aunque el cultivo es positivo en
s6lo el 50% de los pacientes. Ante la sospecha de
candidiasis diseminada, deben realizarse siempre

varios hemocultivos. EI examen microscopico vy
cultivo de las lesiones cutaneas, manifestacion mas
frecuente en las candidiasis diseminada que en otras
micosis sistémicas, puede ser de gran ayuda para el
diagndstico.

Con el fin de mejorar la sensibilidad, especificidad
y rapidez de las técnicas para el diagnostico de la
infeccion por Candida spp., se han desarrollado
métodos basados en la deteccion de diversos
componentes fungicos o de anticuerpos producidos
como respuesta a la infeccion. Tal y como se indica
en las recomendaciones del grupo MICOMED de la
SEIMC, estas técnicas estan todavia en desarrollo y
tienen una eficacia limitada, pero pueden ser de
ayuda para el diagnéstico de la infeccion fungica
invasiva, sobre todo cuando se utilizan de forma
combinada.

La deteccion de manano en pacientes con
candidiasis invasora no ha demostrado ser util en el
diagnéstico. Su presencia en sangre es transitoria y,
por esta razén, se aconseja su utilizacién
conjuntamente con otra técnica como, por ejemplo, la
deteccion de anticuerpos antimanano, para aumentar
su sensibilidad o especificidad. La detecciéon de
manano por ELISA es mas sensible y especifica que
por aglutinacién con particulas de latex.

Ademas de los anticuerpos antimanano,
actualmente hay pruebas comercializadas que
detectan anticuerpos frente a la enolasa y frente a
los antigenos del micelio de C. albicans y del
citoplasma. Como ya se ha dicho, la deteccion de
anticuerpos en pacientes colonizados o la ausencia
de respuesta inmunitaria en pacientes
inmunodeprimidos plantean problemas a la hora de
interpretar los resultados en los trasplantados con
sospecha de candidiasis invasiva. Su utilidad
aumenta cuando se estudian muestras seriadas del
paciente, y siempre de forma combinada con otras
pruebas diagnésticas.

La deteccibn de componentes no antigénicos
liberados por los hongos durante la infeccion es otra
posibilidad en el diagnéstico de estas micosis. El D-
arabinitol es un metabolito producido por algunas
especies de levaduras presente en sangre de
pacientes con candidiasis invasiva y también parece
ser util para el seguimiento de estos pacientes. Se
han descrito resultados falsos positivos en pacientes
con insuficiencia renal y tratamiento con esteroides.
El (1,3)-B-D-glucano es un componente de la pared
celular fungica que se puede detectar en suero y
liquidos estériles de pacientes con infeccion fungica
invasora como la aspergilosis, candidiasis y
pneumocistosis. No esta presente en la pared celular
de C. neoformans y algunos estudios recientes
parecen indicar que se encuentra en baja cantidad
en los mucorales. ElI (1,3)-R-D-glucano es un
marcador panfungico, es decir, nos permite detectar
una infeccién fungica invasiva (IFl), pero no nos
indica cual es el agente de la infeccidon. Se
recomienda su deteccién una vez por semana, en
muestras de suero seriadas de pacientes con riesgo
de presentar una IFl. Se han descrito resultados
falsos positivos en pacientes sometidos a
hemodialisis con aparatos que tengan membranas



de acetato de celulosa, o en tratamiento con
albumina, inmunoglobulinas, algunos agentes
anticancerosos y sulfamidas. Igualmente, se han
referido resultados falsos negativos en pacientes en
tratamiento con azitromicina.

Actualmente, las técnicas de PCR deben
considerarse un método complementario al cultivo
convencional. La falta de estandarizacién sobre el
tipo de muestra adecuado, método de extraccion a
utilizar, molécula diana y método de amplificacion
dificulta la comparacién de los diferentes estudios
publicados y su aplicaciéon habitual en el diagnéstico
de la candidiasis invasiva. Como ya se ha indicado
para otros hongos, pueden ser de ayuda para el
diagndstico de la candidiasis, pero siempre
conjuntamente con otros metodos.

El aislamiento en un paciente neutropénico de una
levadura en wuna muestra estérii debe ser
considerado como indicativo de patogenicidad y
debera realizarse la identificacion de especie.
Aunque C. albicans sigue siendo la especie aislada
con mayor frecuencia en estos pacientes, algunas
especies tipicamente resistentes al fluconazol, como
C. krusei y C. glabrata, van adquiriendo cada vez
mas protagonismo. La identificacién de la especie
puede ayudar a iniciar una terapia antifingica
adecuada lo mas pronto posible. Actualmente, la
mayoria de laboratorios utilizan métodos comerciales
validados que permiten la identificacién de especie
en 48-72 h. Algunas pruebas convencionales o
clasicas, como la prueba de filamentacion o los
tubulos germinales, permiten la identificacion de C.
albicans en dos horas. Si fuese negativa, el estudio
de la fermentacién y asimilacion de azucares, la
hidrélisis de la urea, el crecimiento a distintas
temperaturas y el estudio de la morfologia, entre
otras pruebas, permiten la identificacion del resto de
especies de levaduras. La introduccion de la
espectrometria de masas (técnica de MADI TOF MS)
en los laboratorios facilitara y reducira el tiempo
necesario para su identificacion.

La eficacia de los cultivos de vigilancia en el
diagnéstico de la candidiasis diseminada depende
del microorganismo aislado y del tipo de paciente. La
colonizacion por Candida spp. en pacientes con
leucemia o TPH es predictiva para el desarrollo
posterior de enfermedad invasiva, pero no todos los
pacientes colonizados presentaran necesariamente
candidiasis diseminada. El valor predictivo positivo
es mucho mayor en aquellos pacientes colonizados
por otras especies de Candida distintas de C.
albicans. En los pacientes con TOS se ha observado
escasa correlacion entre colonizacion y desarrollo de
enfermedad invasiva.

5.2.4. Criptococosis. Cryptococcus neoformans es
un levadura ampliamente distribuida en la
naturaleza. La infeccién se produce por la inhalacién
de la levadura presente en los excrementos de
paloma u otras aves. En el huésped normal da lugar
a un cuadro pulmonar, generalmente asintomatico y
autolimitado pero, en los pacientes con alteracion de
la inmunidad celular, la infeccion puede diseminarse
con afectacion del SNC y, en ocasiones, de otros
organos. En los trasplantados, la criptococosis cursa

con un cuadro sistémico con fiebre, pérdida de peso
y alteraciones de conciencia y, con frecuencia,
sintomas respiratorios. Algunos pacientes pueden
presentar también lesiones cutaneas como papulas,
ndédulos, celulitis o Ulceras. Suele presentarse en el
periodo tardio del trasplante y, sobre todo, en
pacientes en tratamiento con azatioprina vy
corticoides a dosis bajas.

En los pacientes con afectacion meningea, el
examen con tinta china del LCR permite el
diagnéstico en el 50-90% de los casos, y el cultivo en
el 90%. Los inconvenientes de estas técnicas
convencionales son la baja sensibilidad del examen
directo y la lentitud del resultado del cultivo. La
deteccion de antigeno criptocécico, tanto en LCR
como en suero, tienen buena especificidad vy
sensibilidad, por lo que son técnicas de eleccion para
el diagnostico. También pueden utilizarse en
muestras respiratorias y orina. En la interpretacion de
esta técnica, debe tenerse en cuenta que tiene muy
buena sensibilidad en el diagndstico de infecciones
sistémicas en pacientes con sida, pero su
sensibilidad  disminuye en otros pacientes
inmunodeprimidos con infeccidon diseminada, como
es el caso de los transplantados, y en las formas
localizadas, como la cutanea o la pulmonar. Las
técnicas comercializadas se basan, principalmente,
en la aglutinacion con particulas de latex o el
enzimoinmunoensayo. Se han descrito falsos
positivos relacionados con la presencia de factor
reumatoide, infecciones por Trichosporon spp.,
algunas bacterias y ciertas neoplasias. Los
polisacaridos del agar presente en los medios de
cultivo también pueden originar falsos positivos, por
lo que se debe evitar la contaminacién cruzada del
material a emplear durante el procesamiento
microbiolégico.

A diferencia de la mayoria de hongos,
Cryptococcus spp. no posee (1,3)--D-glucano como
componente de su pared celular, por lo que esta
técnica no estaria indicada en el diagnéstico de
estas infecciones. No existen estudios suficientes
para la aplicacion de técnicas de PCR en muestra
clinica para el diagnéstico de criptococosis, pero se
han demostrado dtiles como métodos de
identificacion.

5.2.5. Aspergilosis. La aspergilosis es la infeccion
fungica mas frecuente después de la candidiasis en
pacientes trasplantados granulocitopénicos. La
mayoria de infecciones estan causadas por
Aspergillus fumigatus. Le siguen en frecuencia A.
flavus, A. terreus, A. niger y A. glaucus. La incidencia
de la infeccion aspergilar es variable segun las series
y el tipo de transplante, pero puede alcanzar el 8%
en pacientes con TPH. Dentro de los pacientes con
TOS, la incidencia es mayor en los transplantes de
pulmén y corazon, siendo infrecuente en los renales.

Los hongos del género Aspergillus se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se aislan
en el suelo, aire, plantas y materia organica en
descomposicion. Dentro de este género, se
distinguen varias especies, identificadas en funcion
de las caracteristicas de macroscopicas vy
microscépicas y por su capacidad para crecer a



distintas temperaturas, entre otras. La infeccidon se
adquiere por via inhalada, siendo la localizacion mas
frecuente la pulmonar o sinusal. La infeccion puede
contraerse fuera o dentro del hospital. Es conocida la
aparicion de brotes nosocomiales de infeccion por
Aspergillus spp. asociados a las construcciones en el
hospital o en zonas cercanas. Actualmente, la
utilizacion de filtros HEPA y habitaciones con flujo
laminar ha disminuido notablemente el riesgo de este
tipo de infecciones en los pacientes con TPH. La
manifestacion clinica mas frecuente en los pacientes
trasplantados es la aspergilosis pulmonar invasiva.
Otras manifestaciones clinicas pueden ser la
rinosinusitis invasiva, la aspergilosis diseminada y la
cutanea, asociada a catéteres intravasculares.

El diagnostico de la aspergilosis es dificil, ya que
no existen signos clinicos caracteristicos y los
metodos de laboratorio tienen poca sensibilidad, por
lo que se requiere una elevada sospecha clinica. El
hallazgo en la TAC de lesiones nodulares rodeadas
de un halo (signo del halo) aporta una informacion de
vital importancia para el diagndstico de aspergilosis.
La observacidon microscopica de hifas tabicadas,
regulares y dicotomicas, ya sea en cortes
histolégicos como en preparaciones microbiolégicas,
es altamente sugestiva de aspergilosis, pero no
establece el diagnostico definitivo, pues no siempre
es posible observar estas imagenes con claridad.
Ademas, otros hongos que también pueden infectar
a los trasplantados pueden originar imagenes
similares. Los cultivos tienen baja sensibilidad para el
aislamiento de Aspergillus spp.. En menos del 50%
de los pacientes con aspergilosis pulmonar invasiva
se aisla el hongo en el esputo. La sensibilidad y
especificidad de esta técnica pueden mejorarse
realizando cultivos seriados de muestra respiratorias,
como ya se ha comentado anteriormente. El
aislamiento Unico de Aspergillus spp. en una muestra
de este tipo procedente de un paciente
granulocitopénico debe valorarse con precaucion,
pero nunca desestimarse. El lavado broncoalveolar
tiene una mayor sensibilidad que el esputo para el
diagnéstico de la aspergilosis.

Como ocurre con la infeccién por Candida spp., las
limitaciones de los métodos convencionales para el
diagnostico de la aspergilosis han sido decisivas
para la busqueda de métodos alternativos basados
en la deteccidon de antigenos, componentes de la
pared celular o deteccion de ADN. La deteccion de
anticuerpos no se ha demostrado util en el
diagndstico de la aspergilosis en el paciente
inmunodeprimido.

El galactomanano, ha sido el antigeno mas
estudiado para el diagnéstico y seguimiento de la
aspergilosis invasiva. Su sensibilidad y especificidad
varia en funcién de la frecuencia de muestreo, grupo
de pacientes estudiado, muestra seleccionada,
técnica y punto de corte utilizado. Se han
desarrollado diversos métodos comerciales basados
en técnicas de enzimoinmunoensayo (EIA),
radioinmunoensayo y aglutinacion con particulas de
latex, pero parece que la que ofrece una mayor
sensibilidad es la técnica comercializada de EIA
(Platelia® Aspergillus, BioRad). En el estudio

realizado por Martens et al, se valoran muestras
seriadas semanales de suero en un grupo de
pacientes neutropénicos con TPH alogénico. El valor
predictivo positivo fue del 94,4% y el negativo del
98%. La positividad del galactomano precedié a
cualquier signo o sintoma de infeccion en el 80% de
los casos. La deteccion del galactomanano permite
también el seguimiento de estos pacientes y la
valoracion de la respuesta a tratamiento. En relacién
con el punto de corte, actualmente se considera que
la técnica puede interpretarse de forma dinamica
(indices 20,5 ng/mL en muestras consecutivas), o
estatica (indice = 0,7 ng/mL) en una muestra.

La aplicacion de la prueba de galactomanano
sérico a los pacientes TOS, incluso en aquéllos que
presentan mayor riesgo, como los pulmonares o los
hepaticos, no ofrece resultados tan concluyentes, si
bien se recomienda llevar a cabo esta técnica
conjuntamente con otras, dada la gravedad que tiene
la infeccion aspergilar y el peor prondstico cuando el
diagnéstico se demora en el tiempo. Recientemente,
se ha incluido esta prueba como criterio micoldgico
en las definiciones de consenso de aspergilosis
invasiva probable de la EORTC/MSG (European
Organization for Research and Treatment of Cancer /
Mycoses Study Group del National Institute of Allergy
and Infectious Diseases). En cuanto a otras muestras
bioldgicas, la deteccion de galactomanano en el
lavado broncoalveolar tiene una sensibilidad superior
al 80% cuando se utilizan como punto de corte
indices 21 ng/mL, en pacientes con neutropenia,
pacientes criticos con alteraciones de la inmunidad y
en los trasplantados de pulmén, pero los puntos de
corte estdan menos definidos, dada la escasa
experiencia y ciertos condicionantes técnicos, como
el volumen de liquido a instilar y recuperar en el
lavado broncoalveolar.

Se han descrito resultados falsos positivos en la
poblacién pediatrica, sobre todo en neonatos con
colonizacion intestinal por Bifidobacterium spp., por
absorcién de galactomanano procedente de los
alimentos a través de la pared intestinal, en
pacientes con EICH crénico, en los tratados con
piperacilina-tazobactam o amoxicilina-clavulanico,
por reactividad cruzada con especies de otros
hongos como Penicillium, Alternaria, Paecilomyces y
Cryptococcus. También se han descrito falsos
negativos en aspergilosis muy localizadas, como la
traqueobronquitis en trasplante de pulmon, en casos
relacionados con especies con baja concentracion
de galactomanano o por la profilaxis o tratamiento
empirico con antifungicos activos frente a Aspergillus
spp..

Como ya se ha indicado anteriormente, el (1,3)-R-
glucano es un marcador panfungico de infeccién. En
el caso de la aspergilosis invasiva, puede ser (util
para el diagndstico siempre que se utilice en un
grupo con elevado riesgo de infeccién y se realicen
dos muestras seriadas semanales. En este contexto,
para la interpretaciéon del resultado, se valorara el
aumento progresivo del indice o, al menos, la
presencia de dos muestras positivas.

En relacién con las técnicas de PCR, la falta de
estandarizacién del método y la variabilidad de los



resultados en los distintos estudios publicados no
aconseja su utilizacion como método diagndstico
habitual en los laboratorios clinicos vy, por el
momento, sigue estando reservada al ambito de la
investigacion o a su utilizacion como método
adicional.

5.2.6. Otros hongos filamentosos de especial
interés en los trasplantados. La mucormicosis
(zigomicosis) esta producida por los hongos del
orden Mucorales. Estos hongos termotolerantes,
ampliamente distribuidos en la naturaleza, se
caracterizan por tener un micelio aéreo muy
desarrollado de hifas anchas y sin tabicar. Dentro de
este orden se distinguen varios géneros en funcion
de las caracteristicas del esporangio, presencia 0 no
de rizoides y espolones y su relacion con el
esporangio, y caracteristicas de la columnela. La
mucormicosis es una infeccion oportunista y, al igual
que la aspergilosis, se caracteriza por la invasion
vascular, trombosis, infarto y necrosis de los tejidos.
Suele producirse por la inhalacion de esporas,
excepto la localizaciéon cutanea que se origina por
inoculacién directa. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes en transplantados son la rinosinusitis, la
afectacion cerebral, la pulmonar y la infeccion
diseminada, todas ellas de rapida y fatal evolucion.

La demostracion por microscopia de la presencia de
mucorales en una muestra tisular es mas significativa
que el simple aislamiento en cultivo. La observacion de
hifas anchas, no tabicadas, con ramificaciones en
angulo recto es altamente sugestiva de la infeccion por
este grupo de hongos, pero nunca debe olvidarse el
aislamiento en el cultivo. Este debe ser interpretado
con cautela en muestras respiratorias, ya que puede
tratarse de contaminaciones de laboratorio, por lo que
aqui también es necesaria una estrecha colaboracion
clinico-microbiolégica. El diagnéstico de la zigomicosis
sigue basado en los procedimientos del examen
microscopico y cultivo, ya que la deteccion de
antigenos y las técnicas de microbiologia molecular
apenas se han evaluado como técnicas de diagnéstico
clinico. Estas especies tienen poca concentracion de
3-D-glucano en su pared. Aunque en algunos estudios
publicados recientemente se incluyen algunos casos
de mucormicosis en los que los enfermos tenian
cantidades elevadas de este antigeno en sangre, la
experiencia acumulada es reducida, por lo que no se
puede recomendar la técnica como un método de
diagnodstico alternativo en esta micosis.

Fusarium spp. puede causar una infeccion local,
invasiva o diseminada en los trasplantados
neutropénicos. Generalmente, la via de la infeccion es
inhalatoria, cursando como un cuadro sinusal o
pulmonar con posterior diseminacion, pero también
puede ser por inoculacién cutanea. Como Aspergillus
spp., se caracteriza por su capacidad para invadir los
vasos con trombosis y necrosis tisular. La presencia de
lesiones cutaneas dolorosas, eritematosas, maculares
0 papulares que evolucionan hacia Ulceras necréticas
en un paciente con neutropenia grave y fiebre
persistente, a pesar de tratamiento antibidtico de
amplio espectro, debe hacer pensar en infeccion por
Fusarium spp.. La presencia de onicomicosis en un
trasplantado, especialmente en los TPH y otros

pacientes con fuerte inmunodepresion, debe mover a
investigar a Fusarium spp. como agente etiolégico de
esta infeccion superficial y a considerarlo en el
diagndéstico diferencial de una IFI.

El examen histopatolégico no permite diferenciar la
infecciéon por Fusarium spp. de otras micosis, como la
aspergilosis, por lo que el diagnéstico se ha de basar
en el aislamiento de hongo en las muestras
respiratorias, en las lesiones cutaneas o en los
hemocultivos, que son positivos en aproximadamente
el 60-70% de los casos. Muchas de estas especies
pueden detectarse con las técnicas de deteccion de [3-
glucano, pero no hay datos suficientes que apoyen su
utilizacion. También se han desarrollado técnicas de
identificacion y de tipificacion basadas en la PCR para
ser utilizadas en cultivo o en muestras clinicas.
Algunas de ellas estan validadas en modelos animales
0 con algunas muestras clinicas humanas, pero no hay
informacioén suficiente como para hacer
recomendaciones.

Los hongos del género Scedosporium,

especialmente S. prolificans son una causa menos
frecuente, aunque bien reconocida, de IFI,
especialmente en el TPH con factores adicionales de
riesgo, como tratamiento antibiético prolongado y
EICH. La sintomatologia es inespecifica, la mortalidad
muy elevada y estos hongos son resistentes a muchos
antifungicos, entre ellos a los nuevos azoles. De
nuevo, es fundamental mantener un elevado indice de
sospecha y una colaboracién estrecha entre clinicos y
microbidlogos pues, ademas, las técnicas de
laboratorio disponibles son insatisfactorias. Se basaran
en la observacidon microscopica y el cultivo, con
interpretacion prudente, pues es dificil de diferenciar
de la simple colonizacién. El resto de métodos carece
de aplicacion en estos momentos.
5.2.7. Pneumocystis jirovecii. Pneumocystis
jirovecii puede ser causa de neumonia intersticial
bilateral en los pacientes transplantados en los
primeros seis meses postransplante o en pacientes
con inmunosupresion mantenida debido al rechazo,
pero actualmente con el uso de la profilaxis es una
patologia infrecuente. No crece en los medios de
cultivos convencionales y el diagndstico de la
infeccion esta basado en el examen microscépico y
en las técnicas de PCR. En ambos casos, las
muestras con mayor rendimiento son el esputo
inducido y el lavado broncoalveolar.

La seleccidn de las técnicas de tincion dependera
de la experiencia y posibilidad de cada laboratorio en
cuestién. Las tinciones de metenamina-plata, azul de
toluidina O, acido peryddico-Schiff y calcofldor, tifien
la pared de los quistes, pero no las formas tréficas ni
los componentes internos de los quistes. Las
técnicas convencionales (Giemsa vy derivados,
Papanicolau, Gram-Wrigth, etc.) tinen estos ultimos,
pero no permiten ver la pared quistica. En general, la
combinacion de una técnica de cada uno de los
grupos podria ser una estrategia razonable. Los
métodos basados en anticuerpos fluorescentes tifien
todas las estructuras del quiste y trofozoicas.

Las técnicas de PCR son, potencialmente, un
método mas sensible que la observacion
morfologica. Se han desarrollado distintas técnicas



de PCR con diferentes dianas (internal transcribed
spacers del ADN ribosémico, genes mitocondriales,
etc.). Las técnicas de mayor aplicabilidad clinica son
las de PCR a tiempo real cuantitativas que
permitirian diferenciar entre la colonizaciéon y la
infeccion. Aunque estas pruebas han demostrado ser
de gran utilidad en el diagndstico de la infeccion por
P. jirovecii en los pacientes con sida, parecen tener
menor sensibilidad en otros pacientes.

5.3. INFECCIONES PARASITARIAS
5.3.1.Toxoplasma gondii. Toxoplasma gondii es un
protozoo parasito intracelular frecuente en nuestro
medio. En el receptor de un trasplante, la
toxoplasmosis puede ser debida a la transmision del
parasito a través del organo trasplantado desde un
donante seropositivo a un receptor seronegativo, la
reactivacion de una infeccion latente en un receptor
seropositivo o la transmisién derivada de una
transfusion sanguinea. La situacion mas grave se
produce en el primero de los supuestos y en el
trasplante cardiaco, debido a la predileccion de los
quistes por la musculatura estriada, siendo la
miocarditis la manifestacion clinica principal. En
ausencia de profilaxis especifica (cotrimoxazol) se ha
estimado una incidencia del 25-45% de que se
trasmita el parasito al receptor seronegativo. La
toxoplasmosis en los pacientes transplantados
puede manifestarse como coriorretinitis, un sindrome
mononucledsico o la afectacion organica. En los
pacientes con TPH alogénico, la reactivacion de la
infeccion tiene una mortalidad elevada. En este caso,
la presentacion clinica mas frecuente es en forma de
abscesos cerebrales, aunque se han comunicado
casos de lesiones multiples, meningitis, neumonitis y
toxoplasmosis diseminada con afectacion
multiorganica.

Las pruebas de laboratorio tienen un valor limitado
debido a la elevada frecuencia de la infeccion en la
poblaciéon general, la dificultad de los pacientes
inmunodeprimidos en desarrollar una buena
respuesta de anticuerpos y las peculiaridades de la
infeccién. En la TAC o la resonancia magnética se
pueden observar lesiones mdultiples o Unicas con
captacion de contraste en anillo, rodeadas por
edema, que sugieren esta etiologia. La demostracion
del parasito en sangre, fluidos o tejidos ofrece el
diagnostico definitivo de la enfermedad, pero su
sensibilidad puede ser insuficiente para los métodos
de tincién o cultivo (taquizoitos). Las técnicas
cuantitativas basadas en la PCR a tiempo real
mejoran la sensibilidad y permiten monitorizar la
evolucién de la enfermedad. Se considera el
diagndstico de toxoplasmosis probable en caso de
evidencia clinica o radiolégica y, al menos, un
resultado positivo para PCR en sangre, LCR o
lavado broncoalveolar, sin confirmacién histolégica y
en ausencia de otro patégeno. Un resultado negativo
de PCR tiene un alto valor predictivo negativo,
aunque no descarta por completo el diagndstico.

El diagnéstico serolégico de la toxoplasmosis es
complejo 'y, generalmente, requiere de la
combinacion de varias pruebas serologicas. En los
casos de infeccidon transmitida por el donante a un

receptor seronegativo, la seroconversiéon temprana
tras el procedimiento con la positividad de
anticuerpos IgM o IgG es un indicador de infeccién v,
por lo tanto, de riesgo de enfermedad. La técnica de
enzimoinmunoanalisis (EIA) de avidez de IgG,
permite diferenciar los anticuerpos con baja afinidad
por el antigeno, originados en las fases iniciales de
la infeccién, de los anticuerpos IgG con alta afinidad,
que aparecen en fases mas tardias. En la fase de
reactivacion se observaria un incremento en los
titulos de 1gG con una avidez alta. De todas formas,
no se ha podido demostrar una relacién directa entre
este aumento y la aparicion de clinica sugestiva de
toxoplasmosis en los trasplantados. El diagnostico
de reactivacion aun es mas dificil si los titulos de
anticuerpos no se modifican. En esta situacion, una
PCR positiva podria ayudar en el diagnéstico, si bien
deberia interpretarse junto al contexto clinico ya que
se han observado determinaciones positivas
transitorias  asintomaticas, especialmente  en
pacientes receptores de un TPH.

5.3.2. Leishmania infantum. La leishmaniasis es
una parasitosis endémica en los paises
mediterraneos. En Espafa, el parasito esta
ampliamente distribuido a lo largo de todo el arco e
islas mediterraneas, y en los valles de los grandes
rios peninsulares, entre otras localizaciones. Por esta
razon, la enfermedad visceral debe ser tenida en
cuenta en el contexto del trasplante, y asi se han
descrito casos en nuestro pais. Los casos en
trasplantados se producen como reactivacion de una
infeccion latente, como ocurre en otros pacientes
inmunodeprimidos. La transmisiéon por transfusion se
ha descrito en otras situaciones clinicas y, aunque
en teoria seria posible la transmision a través del
6rgano donado, no existe evidencia de que esto
ocurra. Por razones obvias, es crucial mantener un
elevado indice de sospecha que dirija las
investigaciones de laboratorio. A tal efecto, se
recomiendan los métodos parasitologicos directos,
ya que los trasplantados, al igual que otros
inmunodeprimidos, desarrollan una respuesta
serolégica errdtica. EI examen microscépico directo
en aspirados de médula ésea o en biopsia esplénica
(cuando no esté contraindicado) tras tincién
convencional puede establecer el diagnéstico de una
manera sencilla. Cuando la sospecha sea muy fuerte
y la microscopia negativa, puede intentarse el cultivo
en medios especiales (NNN, Diamond, etc.) y, mejor
aun, la amplificacion de acidos nucleicos por PCR.
Tanto el cultivo como la PCR no estan disponibles en
todos los laboratorios pero, dada la gravedad vy las
dificultades de tratamiento en estos pacientes,
parece totalmente justificado derivar las muestras a
un centro externo que pueda realizarlos.

5.3.3. Plasmodium spp. La malaria en los
trasplantados es un fendbmeno raro en paises como
el nuestro en los que la enfermedad no es endémica.
Sin embargo, debe ser considerada como
consecuencia de la inmigracion, viajes y estancias
en zonas de riesgo. El problema afecta, sobre todo,
al cribado de las donaciones, aunque también al
paciente candidato al trasplante o que ya ha sido
trasplantado. En éste, el cuadro clinico y los



antecedentes epidemiologicos del propio receptor,
del donante de 6rganos y de los donantes de los
hemoderivados transfundidos como consecuencia
del trasplante, deben orientar la investigacion
microbiolégica. Los métodos diagndsticos a aplicar
no cambian respecto a otras circunstancias clinicas,
salvo que el esfuerzo diagndstico sera mas intenso,
dada la gravedad con que cursa el paludismo en los
trasplantados. Se basardan en la observacion
microscopica con extensiones finas y examen de
gota gruesa, siempre ineludibles vy, si fuera
necesario, repetidos. Las pruebas de deteccién de
antigeno pueden ser una ayuda, especialmente en
aquellos casos con baja concentracion de elementos
parasitarios, aunque su sensibilidad no es optima y
no permiten establecer el diagnéstico de especie de
Plasmodium. Si la sospecha clinica es muy patente o
si los examenes de laboratorio iniciales son
negativos, se recomienda la deteccion mediante
técnicas moleculares de amplificacién (si es
necesario, derivar a un centro de referencia externo).
Las pruebas de PCR en tiempo real empiezan a
comercializarse, con lo que el acceso a esta técnica
va a cambiar para muchos laboratorios que no
disponen de ella en estos momentos.

5.3.4. Trypanosoma cruzi (enfermedad de
Chagas). La existencia de flujos migratorios desde
zonas endémicas, asi como el fendmeno de la
globalizacion, obliga a tener en cuenta a esta
parasitosis en los trasplantados. Ante la presencia de
circunstancias epidemioldgicas compatibles
(inmigrantes, hijos de inmigrantes, residentes o
viajeros de areas geogréficas con riesgo conocido de
transmision), la recomendacion es descartar o
confirmar la presencia de la infecciébn por este
parasito durante la evaluacion pretrasplante siempre
que sea posible hacerlo. A las razones obvias de un
mejor cuidado del paciente una vez trasplantado, se
afiade también el hecho de las limitaciones de los
metodos diagnosticos existentes.

En la evaluacion pretrasplante, se recomienda el
estudio seroldgico, para lo que se dispone de
reactivos comerciales, algunos incluso para
diagnéstico rapido (pruebas inmunocromatogréficas).
Dado que no existe una prueba serolégica
satisfactoria por sensibilidad y especificidad, la
recomendacion actual es establecer el diagndstico
de infeccién mediante dos pruebas que utilicen
antigenos diferentes y, en caso de discordancia,
realizar una tercera prueba. Es dificil que un centro
pueda disponer de dos métodos diferentes, por lo
que es recomendable que realice una prueba de
cribado y que disponga de un centro externo al que
derivar la muestra.

La presencia del parasito en la sangre de
pacientes infectados crénicamente (la situacién
habitual que se encontraria en la practica) es
intermitente y de baja intensidad. Por esta razon, la
sensibilidad del diagndstico microscépico o el cultivo
en medios axénicos es insuficiente. Las pruebas
moleculares de amplificacion (PCR) mejoran la
sensibilidad, pero un resultado negativo tampoco
descarta la infeccion. A pesar de ello, debe
intentarse realizar el diagndstico parasitolégico

directo, esencialmente por PCR, remitiendo Ila
muestra, si es necesario, a un centro de referencia.

La estrategia diagndstica no cambia una vez el
paciente ha sido trasplantado, si bien hay que hacer
la consideracién de que la prueba de PCR podria
poner de manifiesto también una infeccion latente sin
reactivacion, y que la proporcion de falsos negativos
con las pruebas serolégicas aumenta debido a la
dificultad de todo inmunodeprimido en desarrollar
una respuesta inmune apropiada. Por lo tanto, es
obligado valorar rigurosamente todos los resultados
de las pruebas de laboratorio conjuntamente con las
circunstancias clinicas de cada paciente en concreto.
5.3.5. Strongyloides stercoralis. Se trata de un
nematodo endémico en paises tropicales vy
subtropicales, pero también esta distribuido en
algunas areas geograficas espafolas (humedales de
la costa levantina). La enfermedad suele producirse
en el trasplantado por la reactivacion de una
infestacion cronica contraida muchos afos antes y la
manifestacion mas grave es el sindrome de
hiperinfestacion a consecuencia de la
inmunodepresion producida en estos pacientes. Se
ha comunicado al menos un caso en Espana. La
transmision a través del drgano trasplantado es
posible, pero esta situacion es una rareza dentro de
lo excepcional. Con el fenomeno de la globalizacién
(viajes, estancias prolongadas en zonas endémicas,
etc.), parece obligado tener en consideracion a este
parasito en los programas de trasplante,
especialmente antes de que éste se produzca. La
sospecha clinica y los antecedentes epidemioldgicos
(pais de procedencia, enfermedad profesional en
agricultores del arroz o la mineria, ciertas actividades
de ocio, etc.) van a orientar la busqueda de una
infeccion oculta, especialmente si el hemograma nos
muestra una eosinofilia elevada. La investigacion
parasitologica exigira el examen microscopico de, al
menos, tres muestras de heces, para la busqueda de
larvas rabditoides caracteristicas. Se recomienda
realizar no menos de 6 preparaciones de cada
muestra pues, en ocasiones, la observacion es muy
dificil por el bajo contenido en larvas. Si la sospecha
es muy elevada, puede ser recomendable analizar
nuevas muestras. Por el contrario, cuando se
produce una hiperinfestacién, la observacion
microscopica no suele plantear dificultades, pero es
obvio que el objetivo es evitar que se presente esta
grave complicacion una vez realizado el trasplante.
En cualquier caso, es recomendable practicar
técnicas adicionales de concentracion (Baermann,
etc.) o coprocultivo parasitario. Los estudios
serolégicos podrian ser una ayuda en ciertos casos,
pero debe tenerse en cuenta la existencia de
reacciones cruzadas con otros helmintos y, sobre
todo, que los pacientes trasplantados suelen mostrar
una respuesta seroinmune erratica.

Aunque la hidatidosis es wuna enfermedad
controlada en nuestro pais, todavia debe tenerse en
cuenta y, de hecho, se han producido trasplantes de
higado como consecuencia de la infeccion previa por
este parasito.

5.3.6. Otras parasitosis intestinales. La amebiasis
es una enfermedad producida por Entamoeba



histolytica, a considerar en los trasplantados que
procedan o hayan viajado a zonas endémicas.
Aunque es motivo de controversia, no parece que en
nuestro pais lo sea. En el paciente
inmunocompetente, sélo una parte de los infectados
parecen desarrollar sintomas. En el trasplantado las
manifestaciones son mas frecuentes y de mayor
gravedad, como la colitis fulminante, debido a la
inmunosupresion. Ante un cuadro diarreico con
antecedentes epidemiolégicos compatibles, se
debera realizar un examen parasitolégico mediante
la observacion microscopica. Aunque
morfolégicamente E. histolytica no se diferencia de
Entamoeba dispar (comensal), esta claro que la
observacion de quistes o formas trofozoicas
compatibles por parte de un microbiélogo entrenado
debe instar al tratamiento para evitar complicaciones.
A veces puede ser necesario realizar examenes de
al menos tres muestras, si bien en el paciente
trasplantado, y en el inmunodeprimido en general, la
presencia de formas parasitarias en las heces suele
ser mas abundante que en el paciente normal. En el
caso de sospechar absceso amebiano, no es raro
que el examen de las heces sea negativo. En este
caso, las pruebas seroldégicas (inhibicion de la
hemaglutinacién, EIA) suelen dar buenos resultados,
con titulos elevados, aunque conviene saber que el
descenso del titulo se puede prolongar en el tiempo,
incluso tras una buena respuesta al tratamiento. Por
el contrario, no son recomendables si la afectacion
es solo intestinal. Recientemente, se han introducido
pruebas comerciales de deteccion de antigeno en
heces, y se han descrito métodos moleculares. De
momento, no esta claro el verdadero valor de dichas
técnicas.

Cryptosporidium spp. es un agente etioldgico bien
conocido de diarrea aguda en los inmunodeprimidos,
también en los trasplantados, en donde debe tenerse
en cuenta en el caso de una diarrea profusa y
persistente sin etiologia definida y que no responde
al tratamiento sintomatico, especialmente si hay
antecedentes de riesgo (vida en el medio rural,
bafnos en piscinas comunitarias, conviviente con
lactantes con diarreas, etc.). Este parasito es muy
resistente a la desinfeccion y a los sistemas de
potabilizacién de agua, fundamentalmente a la
cloracion. Se han descrito epidemias muy extensas a
través del agua de suministro o de las piscinas. En el
paciente normal adulto, no es infrecuente el estado
de portador asintomatico. Los lactantes y los
inmunodeprimidos suelen presentar manifestaciones
clinicas, con una diarrea profusa y explosiva que
dispersa gran cantidad de quistes en el ambiente, lo
que cierra el circulo. El diagnéstico debe basarse en
la sospecha, y es obligado realizar tinciones
especificas para Cryptosporidium spp. en el estudio
de las diarreas postrasplante. Se ha descrito también
afectacion biliar y respiratoria. Las tinciones de
acido-alcohol-resistencia modificadas (Ziehl-Neelsen,
Kinyoun, etc.) son suficientes para poner de
manifiesto el parasito (oosquistes redondos de 4-5
Mm), pues suele estar presente en gran
concentracion. Si no fuese asi, hay que repetir los
examenes microscopicos antes de considerar la

muestra negativa. Las tinciones fluorescentes
especificas son también utiles, pero su coste es
superior y no mejoran de manera clara el rendimiento
diagndstico de una tincion comun.

Las infecciones por Isospora belli también son mas
frecuentes en los inmunodeprimidos que en el
huésped inmunocompetente, y por lo tanto deben ser
consideradas en los cuadros diarreicos de los
trasplantados. A diferencia de Cryptosporidium spp.,
suelen originar episodios autolimitados, con
manifestaciones diarreicas moderadas. Los
ooquistes se eliminan con los métodos de limpieza y
desinfeccion habituales. Por estas razones, las
infecciones por I. belli son menos frecuentes que la
criptosporiosis en los inmunodeprimidos. Para llevar
a cabo el diagnéstico, se pueden utilizar las mismas
tinciones de resistencia a la decoloracion con acido-
alcohol que para Cryptosporidium spp. En el caso de
I. belli, los ooquistes son muy caracteristicos, en
forma ovoide o piriforme, con hasta dos
esporoquistes en su interior. Es recomendable
realizar varios examenes parasitologicos, ya que la
eliminacion de quistes por las heces puede ser
escasa e intermitente.

5.4. INFECCIONES VIRICAS

5.4.1. Hepatitis viricas.
Virus de la hepatitis B (VHB)
El control de la infeccién por el VHB en la poblacion
general ha modificado sustancialmente su impacto
sobre los pacientes trasplantados en nuestro medio
respecto a las primeras épocas. Por otra parte, el
cribado sistematico de los donantes de 6rganos y
productos biolégicos han conducido a que la
transmision del VHB en el contexto del trasplante
se haya reducido a niveles excepcionales. Sin
embargo, la enfermedad terminal por este virus
continua siendo todavia una causa no despreciable
que conduce al trasplante hepatico. Ademas, las
consecuencias de una infeccidon en el paciente
trasplantado son mucho mas graves que en el
inmunocompetente, con porcentajes de hepatitis
fulminante, de paso a un estado crénico y de
progresion clinica mayores.

El VHB adquiere mas protagonismo en el caso
del trasplante hepatico ya que se calcula que, en
torno al 5% de estas intervenciones, tienen su
origen en la enfermedad terminal por este virus. En
ausencia de medidas preventivas, el porcentaje de
recidivas sobre el érgano implantado es superior al
50%, con graves complicaciones clinicas. En los
ultimos afos, la administraciéon profilactica de
inmunoglobulinas hiperinmunes anti-VHB y de
antiviricos, lamivudina especialmente, han
cambiado drasticamente el panorama y, hoy en dia,
la probabilidad de una reactivacion en el nuevo
higado no suele superar el 10% de los pacientes
trasplantados a causa del VHB. Por otra parte, la
infeccién de novo (deteccién de HBsAg o ADN del
VHB en un trasplantado previamente negativo para
ambos marcadores) esta bien documentada. Al
margen de los casos puramente excepcionales
atribuibles a un error técnico en el cribado
serolégico de las donaciones, en la practica el




problema se circunscribe a la transmision del virus
a partir de un donante con infeccién oculta. Esta
circunstancia puede producirse en aquellos
donantes con anticuerpos anti-HBc como unico
marcador del virus, incluida la ADNemia (core
aislado), cuya frecuencia en nuestro medio se ha
estimado en torno al 10-15% de las donaciones. El
estado inmune del receptor condiciona mucho el
riesgo de adquisicion de novo de la hepatitis B, de
manera que los que carecen de inmunidad previa
para el VHB tienen un riesgo muy elevado de
padecer la infeccién y con graves repercusiones
clinicas (formas fulminantes y crénicas). Por el
contrario, el riesgo es Vvirtualmente nulo en
receptores inmunes con anticuerpos demostrables
anti-HBs, de ahi la importancia de vacunar a éstos
durante el periodo de evaluacién previo al
trasplante.

En otros tipos de TOS distintos al hepatico, el
problema es menor. En los renales tiene mayor
protagonismo, debido a que han estado mas
expuestos a la transmision como consecuencia de
periodos prolongados de hemodialisis, con una
frecuencia alrededor del 1-2%. Por eso, no es
infrecuente que algunos de ellos requieran un doble
trasplante, renal y hepatico. En el resto de TOS la
infeccion por el VHB es infrecuente, con
porcentajes no muy distintos de la poblacion
general. El riesgo de transmision de novo a partir
de donantes con infeccién oculta por el VHB parece
que es bajo. En el TPH, el porcentaje de pacientes
con HBsAg positivo previo al trasplante oscila en
torno al 3% en algunas series histéricas, aunque es
probable que sea menor actualmente. La
vacunacion previa de candidatos al trasplante y de
los posibles donantes es una medida
recomendable.

Como se ha senalado, existe la posibilidad de
adoptar medidas preventivas y terapéuticas en
pacientes con riesgo de reactivacion de una
infeccion por el VHB o que la adquieran de novo.
En los primeros, la profilaxis se suele hacer con
inmunoglobulinas y lamivudina, y suele comenzar
antes del trasplante, lo que, en ocasiones, incluso
permite diferir éste. El mayor problema deriva de la
baja barrera genética de la lamivudina, de manera
que un porcentaje significativo de pacientes
desarrolla resistencia al cabo del tiempo (mas del
60% a los seis meses de tratamiento). La
resistencia se produce por la seleccion de mutantes
YMDD. Existe menos experiencia en la profilaxis y
tratamiento con otros antiviricos alternativos a la
lamivudina en caso de resistencia, siendo el
adefovir el mas empleado en estas situaciones. Se
conocen mutaciones de resistencia a este ultimo
compuesto (N236T y A181V), pero la frecuencia de
seleccion de estos virus mutantes es menor que
para la lamivudina.

De todo lo anterior se desprende el papel clave
que tiene el laboratorio de microbiologia en el
control y seguimiento de esta infeccidon, también
después del trasplante. Desde el punto de vista de
técnicas diagnodsticas a emplear, el trasplante no
plantea exigencias especiales respecto al manejo

de otros pacientes con infeccidon por este virus.
Debe tenerse en cuenta también que, debido a su
inmunodepresion, la respuesta serologica puede
ofrecer patrones atipicos, por lo que las pruebas
moleculares tendran mas protagonismo a la hora
de diagnosticar la reactivacion o la infeccién de
novo. Es asimismo evidente que los centros con
trasplante deben disponer de pruebas moleculares
cuantitativas (carga virica) del VHB, ademas de los
marcadores seroldgicos clasicos, debido a su
caracter prondstico y su utilidad en el seguimiento
de la eficacia de la profilaxis o del tratamiento
antivirico. También es recomendable que tengan
acceso a la deteccion de mutaciones de
resistencia. Todos estos marcadores suelen estar
al alcance de los laboratorios de los centros con
programa de trasplante.

Virus de la hepatitis C (VHC)

A diferencia de lo que ocurre con el VHB, en el
caso del VHC, la ausencia de vacunas ha sido un
obstaculo para el control eficaz de esta infeccién en
la poblacion general. Ademas, la tendencia a la
cronicidad caracteristica del VHC ha conducido a
que, de hecho, la cirrosis secundaria a la infeccién
por este virus constituya, con mucho, la primera
indicacion de trasplante hepatico en los paises
occidentales. Como es previsible, el mayor impacto
clinico de la infeccion por el VHC afecta
fundamentalmente a los receptores de un
transplante hepatico y, en menor medida, a los
renales. La prevalencia de la infeccion por el VHC
en los candidatos al trasplante cardiaco o pulmonar
no es mucho mayor que en la poblacién general, no
asi en los renales, buena parte de los cuales han
sido sometidos a hemodialisis durante periodos
largos, o han sido transfundidos repetidamente, lo
que aumenta el riesgo de contraer dicha infeccion.
Los candidatos a TPH también tienen un mayor
riesgo, debido a las transfusiones y técnicas
invasivas a que son sometidos antes de que se
lleve a cabo el trasplante. El control de las
transfusiones de derivados sanguineos y el cribado
de las donaciones ha reducido de manera
significativa la transmisién del virus, por lo que la
infeccion de novo es excepcional en el TOS,
aunque posible, ya que las pruebas serolégicas no
son totalmente sensibles y el cribado mediante
métodos moleculares no resulta factible en la
situacion de urgencia en que se producen las
donaciones.

En los trasplantados hepaticos previamente
infectados por el VHC, la recurrencia del virus en el
injerto es casi la norma, sin que pueda actuarse
con medidas preventivas, como ocurre con la
hepatitis B. La historia natural en el trasplantado de
higado no es muy diferente de los pacientes
inmunocompetentes, pero el curso clinico esta
claramente acelerado respecto a estos ultimos, con
un mayor ritmo de fibrosis, progresién a cirrosis y
descompensacion de ésta. Como consecuencia, la
supervivencia del injerto y del paciente se reduce
de forma significativa. En conjunto, la infeccién por
el VHC constituye un problema de primer orden en
términos de morbilidad y mortalidad en el trasplante




hepatico actual. La carga virica y, probablemente,
el genotipo (genotipo 1b), son factores prondsticos
de gravedad dependientes del virus. De la misma
manera, la carga virica elevada y el genotipo 1 son
factores negativos de respuesta virica sostenida
cuando se pauta el tratamiento antivirico (interferén
pegilado y ribavirina), condicionando también la
duracion de éste. En los trasplantados renales, la
infeccion por el VHC también afecta negativamente
al pronostico general a medio y largo plazo. El
comportamiento en otros tipos de TOS y en el TPH
es mas controvertido, fundamentalmente por
escasez de estudios amplios, aunque es previsible
que el curso clinico sea mas agresivo y que las
tasas de respuesta al tratamiento sean inferiores
que en el paciente inmunocompetente, como
ocurre con otros pacientes inmunodeprimidos.

El laboratorio de microbiologia tiene un papel en
el diagndstico de la infeccién y, sobre todo, en el
seguimiento de los pacientes infectados por el
VHC. Los métodos a utilizar no difieren de los que
estan disponibles en los laboratorios actuales. Las
pruebas moleculares tienen mayor protagonismo
diagnodstico en el ambito del trasplante, ya que, o
bien la infeccién por el virus ya se conoce antes de
llevar a cabo éste o, si se plantea el diagndstico de
novo, la sensibilidad de la determinacién de
anticuerpos es insuficiente por la respuesta
serologica erratica derivada de la inmunodepresion.
Las pruebas moleculares cuantitativas actuales de
amplificacion en tiempo real aunan una elevada
sensibilidad analitica con un amplio intervalo de
linealidad, por lo que dan respuesta a todos los
objetivos que se plantean en los trasplantados
(diagnostico, prondstico y control del tratamiento).

5.4.2. Infecciones por herpesvirus. La familia
Herpesviridae esta compuesta por 8 virus que
comparten una serie de caracteristicas comunes. En
funcion del tipo de virus, el tipo de células que
infectan y el estado de activacion de éstas, los virus
herpes son capaces de provocar infecciones tanto
liticas como persistentes. Dentro de estas Ultimas,
las infecciones provocadas pueden ser latentes,
recurrentes o incluso inmortalizantes (virus de
Epstein-Barr). Todos los virus herpes producen
infecciones persistentes latentes. La recurrencia de
éstas va a depender de muchos factores, siendo el
estado inmunolégico del huésped el mas importante.
Por esta razén, las infecciones por herpesvirus
tienen una importancia capital en los trasplantados.
La mayor parte de la patologia asociada a los
herpesvirus va a derivar de la reactivacion de una
infeccion latente, lo cual es mas frecuente conforme
avanza la edad (el trasplante infantil tiene
caracteristicas propias), pero cuando se produce una
infeccion primaria, ésta se suele acompanar de un
cuadro clinico mas grave que, en ocasiones,
compromete seriamente la vida del paciente o la
viabilidad del érgano trasplantado. La aportacién del
laboratorio de microbiologia es crucial para el buen
cuidado de estos pacientes, no sélo desde el punto
de vista diagnéstico sino también para establecer el
prondstico y guiar el tratamiento antivirico.

Importancia clinica

Los virus del herpes simple (VHS) producen en el
trasplantado infecciones liticas y persistentes,
dependiendo de las caracteristicas del paciente. En
ausencia de profilaxis especifica, las infecciones por
el virus del herpes simple son muy frecuentes (25-
35%) y se producen en su mayor parte por
reactivacion de una infeccién latente. Desde el punto
de vista cronoldgico, estas infecciones se localizan
preferentemente en las 4-6 primeras semanas
postrasplante. La infeccién mucocutanea es la forma
de presentacion clinica mas frecuente, muy en
particular la gingivoestomatitis causada por el VHS
tipo 1, pero también la afectaciéon genital por el VHS
tipo 2. Ademas, puede originar enfermedad focal y
diseminada, con esofagitis, hepatitis y neumonitis.
Esta ultima es mas frecuente en los trasplantados de
pulmén o pulmén-corazén. La utilizaciéon de pautas
de profilaxis hace que estas formas complicadas
sean muy poco frecuentes hoy en dia. La afectacion
del sistema nervioso central (meningoencefalitis) es
posible, pero muy rara, y suele producirse en el
contexto de wuna fuerte inmunodepresion y en
ausencia de profilaxis.

El virus varicela-zoster (VVZ) suele presentarse
bajo la forma de zdster, esto es, la reactivacion de
una infeccion latente. Sin embargo, hay que tener
presente que la seroprevalencia en la edad adulta
esta alrededor del 75%, por lo que es posible
también la aparicion de una varicela, tanto mas
posible cuanto menor sea la edad del trasplantado.
Al igual que en el caso de los VHS, las infecciones
por este virus son muy frecuentes en los
trasplantados, y su frecuencia oscila entre el 10-20%
en el TOS, y mas aun en el TPH en ausencia de
profilaxis. La cronologia es diferente, y suelen ser
una complicacion mas tardia, mas alla del segundo
mes postrasplante, incluso después del sexto mes,
una vez suspendida la profilaxis con aciclovir. La
forma de presentacion clinica suele ser mas grave
que las infecciones en los pacientes
inmunocompetentes, con mayor frecuencia de
afectacion polimetamérica y formas diseminadas
(neumonitis, hepatitis).

El citomegalovirus humano (CMV) es un virus
muy ubicuo en la poblacion general, y la causa mas
importante de infeccion virica en los trasplantados. El
85% de los adultos de nuestro pais esta infectado
por el virus, pero esta seroprevalencia tiende a
disminuir en los ultimos afos y, como es ldgico,
aumenta con la edad. Por esta razén, la mayor parte
de las infecciones se producen por reactivacion, pero
la infeccion primaria es mas grave y clinicamente
manifiesta. En este caso, el virus se transmite a
través del 6rgano trasplantado o de las transfusiones
requeridas en el proceso. En los TOS, las mayores
complicaciones se producen en el receptor
seronegativo que recibe un d6rgano de un donante
seropositivo, mientras que en el TPH la
seropositividad del receptor se considera un factor
de riesgo. Una caracteristica importante del CMV en
el trasplantado es que no todas las infecciones
activas (replicacion del virus en las células




permisivas) se traducen en manifestaciones clinicas,
esto es, la llamada enfermedad por CMV.

Cronolégicamente, las infecciones por el CMV son
tipicas del segundo o tercer mes postrasplante, pero
se pueden presentar de forma mas temprana y
también mas tardia (mas alla del sexto mes),
fendbmeno éste que es mas frecuente cuando se
utiliza la profilaxis sistematica con valganciclovir, de
larga duracién. La forma de presentacion clinica mas
habitual es el cuadro mononucleésico Illamado
sindrome virico: fiebre con leucopenia,
trombocitopenia y alteraciéon de pruebas hepaticas
en presencia del virus en sangre. En los casos mas
graves, produce afectacion organica, siendo la
gastrointestinal la mas frecuente. También puede
observarse neumonitis y, mas raramente, encefalitis
y esofagitis. Ademas de estos efectos directos
atribuibles a la replicacion activa del virus, el caracter
inmunomodulador que tiene el CMV ha sentado las
bases tedricas para explicar una serie de efectos
indirectos, concepto que es motivo de una notable
controversia actual. Entre estos posibles efectos
indirectos hay que senalar la mayor frecuencia de
infecciones oportunistas (viricas y fungicas) y las
disfunciones cronicas del injerto, como la
aterosclerosis del trasplante cardiaco o la
bronquiolitis obliterante de los trasplantados de
pulmén.

En los ultimos afios se han producido grandes
avances en el conocimiento de los factores de riesgo
y en los métodos diagndsticos de laboratorio para el
CMV, lo que ha permitido establecer pautas de
prevencion y tratamiento tempranos que han tenido
un efecto muy positivo sobre la morbilidad vy
mortalidad. Por estas razones, el diagnéstico de
laboratorio tiene una importancia fundamental en el
seguimiento de los trasplantados, tanto a efectos del
diagnostico propiamente dicho como con fines
pronésticos o de control del tratamiento.

Los herpesvirus humanos 6 (VHH-6) y 7 (VHH-7)
son betaherpevirus linfotropos relacionados con el
CMV, tanto viroldgicamente como desde el punto de
vista patogénico. Las infecciones son muy ubicuas
en la poblacién general y suelen contraerse en la
edad infantil. Se sabe que el 95% de los nifios esta
infectado por el VHH-6 a la edad de dos afios. La
seroprevalencia del VHH-7 llega al 90% en la edad
adulta. Por lo tanto, estos virus pueden reactivarse
en los trasplantados, como consecuencia de su
inmunodepresion. Cronolégicamente, suelen hacerlo
en el primer o segundo mes postrasplante, y algunos
autores lo consideran un factor desencadenante de
la infeccién por el CMV. Las consecuencias clinicas
no estan bien definidas, especialmente para el VHH-
7y, probablemente, son mas patentes en el TPH que
en los pacientes con TOS. Entre los efectos directos,
cabria citar un sindrome virico similar al del CMV
(podrian ser el origen de algunos cuadros que
mejoran con ganciclovir en ausencia de confirmacion
virolégica de CMV). También podrian ser la causa de
hepatitis o neumonitis. En los pacientes con TPH
muy inmunodeprimidos y con EICH se ha descrito la
afectacion del sistema nervioso central. Se ha
atribuido a estos virus un caracter inmunomodulador,

similar al del CMV, por lo que pueden originar
también efectos indirectos, légicamente mas
controvertidos que en éste ultimo.

El virus de Epstein-Barr (VEB) tiene dos
caracteristicas que lo hacen especial dentro de los
virus herpes. Por una parte, puede inmortalizar las
células que infecta, de manera que cuando el
sistema inmune no controla la infeccion por el VEB,
éste es capaz de originar tumores. Por otra parte, su
tropismo y rango de especie son muy estrechos, ya
que sélo es capaz de infectar linfocitos B (célula
diana) y algunas células epiteliales que expresen su
receptor especifico (CD28). Las enfermedades que
produce difieren segun se trate de una
primoinfeccion o] una reactivacion. La
seroprevalencia en la edad adulta es elevada, pero
las consecuencias clinicas son mayores en el
contexto de una primoinfeccién, de ahi su mayor
importancia en el trasplante infantil. La transmision
del virus puede realizarse a través del dérgano
trasplantado. EI VEB se asocia con la llamada
enfermedad linfoproliferativa postrasplante (ELPT), la
cual engloba una serie de  trastornos
linfoproliferativos que van desde la mononucleosis
hasta proliferaciones monoclonales de muy mal
pronostico. Cronolégicamente, la ELPT es una
complicacion tardia en el TOS (mas de seis meses).
En el TPH suele presentarse antes, entre el segundo
y tercer mes. Aunque no es muy frecuente, los
factores de riesgo empiezan a ser delimitados. Entre
ellos, la primoinfeccion (estado donante-
positivo/receptor-negativo) multiplica el riesgo por 10-
50 veces, y por ello es mas frecuente en el trasplante
infantil, en donde también suele presentarse de
forma mas precoz. Los regimenes inmunosupresores
mas agresivos también representan un factor de
riesgo bien conocido. Se ha sugerido que la ELPT se
podria favorecer por la infeccién por el CMV, si bien
la atribucion de este efecto indirecto es objeto de
controversia.

El herpesvirus humano 8 (VHH-8) es el ultimo
virus herpes que se ha descubierto (1994), por lo
que el conocimiento del que se dispone en relacién
con el trasplante es relativamente escaso. Posee
capacidad transformante, como el otro
gammaherpesvirus, el VEB, pero su espectro de
infeccion celular es mas amplio: linfocitos B, linfocitos
indiferenciados, células endoteliales y otras células
epiteliales. El VHH-8 no es tan ubicuo como el resto
de herpesvirus. En nuestro pais hay una
seroprevalencia media, en torno al 5%. ElI VHH-8 es
el virus causal del sarcoma de Kaposi, el linfoma
primario de efusion y la enfermedad de Castleman.
La seroprevalencia diferente explica la distinta
frecuencia de aparicion en los trasplantados. La
primoinfeccién se asocia con un mayor riesgo de
complicaciones asociadas al VHH-8, al igual que la
intensidad de la inmunosupresion.

Diagnostico viroldgico

El diagnostico de las infecciones por herpesvirus
esta condicionado por su patogenia y por el hecho
de establecer infecciones latentes. Por estas
razones, las pruebas diagnosticas a aplicar
dependeran de cada circunstancia clinica en




particular, y no todas las pruebas disponibles seran
utiles en todas las situaciones. Por ejemplo, como
norma general, la serologia carece de interés en el
seguimiento y diagndstico postrasplante. También
las muestras sobre las que realizar el diagnéstico
variaran en funcion de la sospecha clinica y del tipo
de virus. En la tabla 16 se resumen las muestras
mas convenientes segun el proceso de que se trate.
Dadas las caracteristicas bioldgicas y la gravedad de
algunas infecciones por herpesvirus, las pruebas
rapidas deben marcar la estrategia diagndstica de
los laboratorios de microbiologia que atienden un
programa de trasplante.

Los métodos a emplear para el diagnostico de las
infecciones por los VHS 1 y 2 en los trasplantados
no difieren de los que se aplican para otros
pacientes. En muchas ocasiones, el diagnostico es
clinico, pero conviene confirmar la sospecha
mediante pruebas de laboratorio, dada la condicién
de inmunodeprimidos. El diagnéstico se realizara
dependiendo de la patologia que presenten. Asi, en

las infecciones mucocutaneas, donde se producen
lesiones vesiculosas y ulcerosas de localizacion
variable, se recogeran frotis y exudado de la lesion.
La obtencion de una buena muestra es fundamental
para las pruebas que debemos aplicar: debe
recogerse tanto liquido de la vesicula (rico en
particulas viricas), absorbiendo con el hisopo el
liquido, como células de la base de la lesion,
frotando enérgicamente. Se remitira en medio de
transporte de virus con la mayor rapidez posible al
laboratorio. Alli, se recomienda realizar, en primer
lugar, una técnica rapida (30-40 minutos) de
inmunofluorescencia (IF) sobre el sedimento celular
obtenido tras una breve centrifugacién (de ahi la
conveniencia de obtener material suficiente). Es
aconsejable realizar dos preparaciones que se
tefiiran con anticuerpos monoclonales frente a
ambos tipos de virus ya que, cada vez mas, las
localizaciones anatémicas preferentes de ambos
tienden a superponerse.

Tabla 16. Muestras adecuadas para el diagndstico de las infecciones por herpesvirus.

Virus? Situacion clinica® Muestras recomendadas®
VHS 1y 2 Herpes orofacial Ex de vesicula, faringeo, nasal
Herpes genital Ex de vesicula, endocervical, uretral, rectal
Herpes ocular Ex conjuntival, lagrimas
Panadizo herpético Ex de vesicula
Infeccién del SNC LCR, biopsia
Infeccién diseminada Ex de vesicula, LCR, biopsias, LBA
VVvZ Infeccién mucoepitelial Ex de vesicula, faringeo, LBA
Infeccién del SNC LCR
Cmv Pretrasplante Suero
Postrasplante Leucocitos, plasma, suero, orina
Sospecha de infeccién/enfermedad Leucocitos, plasma, biopsias, LCR
VHHG6y7 Sospecha de infeccidon/enfermedad Leucocitos, plasma, biopsias, LCR, suero
VEB ELPT Leucocitos, plasma, suero
VHH 8 Sarcoma de Kaposi Leucocitos, plasma, biopsias

8VHS: virus herpes simple; VVZ: virus varicela-zoster; CMV: citomegalovirus; VEB: virus de Epstein-Barr;

VHH: herpesvirus humanos (6, 7 y 8).

®SNC: sistema nervioso central; ELPT: enfermedad linfoproliferativa postrasplante.
°Ex: exudado; LCR: liquido cefalorraquideo; LBA: lavado broncoalveolar.

El sobrenadante puede utilizarse para -cultivo.
Ambos VHS crecen bien en diferentes substratos
celulares y pueden utilizarse diversos formatos para
el cultivo; la variante de centrifugacion shell vial es
un método rapido que permite realizar la mayor parte
de diagndsticos en 24 h. Si se quiere realizar
estudios de sensibilidad a los antiviricos, en este
caso debe recuperarse la cepa mediante el cultivo
convencional, que igualmente da buenos resultados,
aunque se puede demorar ligeramente. En este tipo
de lesiones las técnicas moleculares solo se
aplicaran cuando los resultados de la IF y el cultivo
sean negativos con clara sospecha diagndstica, o
cuando las lesiones sean atipicas, circunstancias
que se dan con relativa frecuencia en este tipo de
pacientes, siendo importante conocer la etiologia
para instaurar un tratamiento precoz. Por el contrario,

en las infecciones del SNC, como encefalitis,
meningitis o mielitis, el diagndstico se realiza por
deteccion gendmica, siendo la muestra de eleccion
el LCR. También, en las infecciones diseminadas
con afectacion multiorganica (esofagitis, hepatitis,
neumonitis, etc.) se aplican técnicas de PCR sobre
muestras que seran, fundamentalmente, de sangre
periférica, o biopsias si estuvieran indicadas. El
aislamiento en cultivo de secreciones respiratorias no
establece necesariamente el diagnéstico de
neumonitis, ya que la excrecidén asintomatica no es
un hecho infrecuente en los trasplantados, y debe
ser complementado con los examenes
histopatoldgicos.

El paciente trasplantado sufre episodios frecuentes
de herpes zdster. También puede presentar varicela,
especialmente en el trasplante infantil, aunque la



profilaxis durante la evaluaciéon pretrasplante ha
reducido mucho esta posibilidad. El diagndstico es,
basicamente, clinico pero, en muchas ocasiones, las
lesiones son atipicas, lo que justifica el diagnéstico
etiologico. Para ello, se debe de recoger una
muestra de las lesiones cutaneas siguiendo la pauta
sefialada para los VHS vy realizar una deteccion
rapida de antigeno mediante IF. El cultivo puede
intentarse, especialmente si se pretende aislar el
virus para caracterizarlo o para llevar a cabo estudios
de sensibilidad antivirica, pero su rendimiento es
claramente inferior al de la deteccion de antigeno. La
amplificacion por PCR debe reservarse para casos
muy seleccionados en los que la IF resulte
insatisfactoria (afectacion del SNC, etc.). Se han
descrito técnicas de PCR anidada o multiple que
permiten detectar conjuntamente el VVZ y los VHS,
aunque no estan comercializadas y son de desarrollo
propio del laboratorio.

En el caso de las infecciones por CMV existen
protocolos de seguimiento de la
infeccidon/enfermedad por CMV que los llevan a cabo
muchos grupos de TOS y TPH de forma que
monitorizan a los pacientes durante los primeros
meses del trasplante. La tendencia actual es a
simplificar en la medida de lo posible dichos
protocolos y reservar las pautas mas estrictas para
las situaciones de mayor riesgo (TOS donante-
positivo/receptor-negativo sin profilaxis, trasplante de
pulmén o intestino, etc.). Conforme el riesgo
disminuya, la monitorizacién se relajara
progresivamente e, incluso, cuando es muy bajo,
podria estar indicado un seguimiento guiado por las
manifestaciones clinicas. El objetivo fundamental
que deben perseguir las pruebas diagndsticas es
diferenciar la enfermedad por CMV (la que cursa con
sintomatologia atribuible al virus) de la infeccion
activa asintomatica. Al igual que con otros
herpesvirus, las pruebas serolégicas no tienen
interés en el postrasplante. En este periodo, las
pruebas cuantitativas en sangre son fundamentales,
y se utilizan con tres propdsitos: a) predecir la
aparicién de la enfermedad por CMV antes de que
ésta se presente, b) diagnosticarla cuando aparecen
sintomas compatibles, y ¢) comprobar la eficacia del
tratamiento antivirico. Muy en particular, las pruebas
cuantitativas son ineludibles si se adopta la
estrategia preventiva del tratamiento anticipado
(preemptive therapy), que esta bastante extendida
entre determinados grupos dedicados al trasplante
en nuestro pais para grupos de pacientes
seleccionados. Por definicion, esta estrategia
requiere una monitorizacién del paciente mas
precisa.

Las pruebas cuantitativas en sangre pueden
realizarse mediante las técnicas de antigenemia
pp65 y de carga virica (ADNemia o viremia). La
primera detecta el antigeno pp65 de CMV que
expresan los leucocitos de sangre periférica
infectados por el virus. El recuento de antigenemia,
que se expresa en células CMV+/10° leucocitos
totales, se correlaciona directamente con la carga
virica en sangre. A partir de una cifra limite, o mejor
de una cinética creciente, el riesgo de presentar

enfermedad por CMV, tedricamente, se hace mayor.
La antigenemia es una prueba barata, de realizacion
sencilla y al alcance de todos los laboratorios. En su
dia constituyé un avance muy importante, pero tiene
una serie de inconvenientes técnicos. El mayor de
ellos deriva de la inestabilidad del antigeno pp65, lo
que obliga a realizarla antes de 6 h de extraida la
muestra. Por esta razén, no se adapta bien al
seguimiento de los pacientes una vez que son dados
de alta, en el caso de que tengan que remitirse las
muestras a un centro externo o, simplemente,
cuando la organizacion del trabajo en el laboratorio
no permita el procesamiento en ese intervalo corto
de tiempo. No es aplicable en situacién de
leucopenia, lo que no es infrecuente en el TPH,
justamente cuando mayor es el riesgo de presentar
enfermedad por CMV. Ademas, la estandarizacion
entre laboratorios se ha demostrado imposible de
llevar a cabo a lo largo de dos décadas, por lo que
los valores limite o de dinamica virica no son
intercambiables entre distintos centros ni entre
diferentes tipos de trasplante. Sin embargo, la
prueba de antigenemia sigue teniendo su vigencia en
centros donde pueda procesarse bajo las
condiciones sefialadas antes, especialmente para el
diagndstico de los pacientes no monitorizados con
sospecha de enfermedad por CMV, en donde los
recuentos suelen ser elevados, por encima de 50
células CMV+/10° leucocitos. Hay que sefialar que
en los trasplantados con afectacion intestinal, la
forma focal mas frecuente de enfermedad por CMV,
no muestra cargas viricas elevadas en sangre, por lo
que las cifras de antigenemia son muy bajas, o
incluso negativas.

La prueba de carga virica de CMV (ADNemia)
permite solventar algunas de las insuficiencias de la
antigenemia, aunque también tiene sus propias
limitaciones. EI ADN virico es mas estable que el
antigeno pp65, por lo que es la prueba de eleccion
para el seguimiento de los trasplantados cuando la
muestra deba ser derivada a otro centro externo.
Asimismo, la ADNemia parece ser un reflejo mas
directo de la carga de virus en la sangre, por lo que
también podria ser el marcador de eleccién para el
control del tratamiento antivirico. La dinamica virica
es mas facil de seguir con la ADNemia y, en
consecuencia, se adelanta a la antigenemia como
marcador predictivo de desarrollo de enfermedad, de
la misma manera que permite un control mas preciso
de la eficacia del tratamiento. Existen diversos
formatos de amplificacion por PCR, muchos
comercializados; de éstos, los métodos basados en
PCR a tiempo real estan sustituyendo a las PCR
competitivas. La ADNemia puede realizarse sobre
sangre total o plasma. La realizaciéon de la PCR a
partir de sangre completa tiene la ventaja de detectar
simultaneamente las copias de ADN virico en
leucocitos y en plasma; esta variante de diagnéstico
requiere un recuento previo de las células blancas de
la sangre y una extraccion automatizada a partir de
sangre completa, que algunos sistemas de
extraccion, aunque no todos, lo contemplan. Las
valores de ADNemia en células y en sangre total son
mas elevadas que en plasma, y reflejan mejor la



carga virica que los correspondientes en plasma, si
bien existe una correlacion buena entre los distintos
valores. La eleccion de una u oftra muestra
dependera de consideraciones practicas de cada
laboratorio, si bien el seguimiento de un paciente se
llevara a cabo, siempre que sea posible, sobre el
mismo tipo de muestra. Como se ha sefalado, la
ADNemia tiene sus limitaciones, entre ellas el coste,
claramente superior al de la antigenemia. Aunque es
mas estable que ésta, tampoco esta exenta de
variabilidad y no estd estandarizada, por el
momento. Esto quiere decir que los valores criticos
para establecer el diagndstico o para indicar el inicio
de un tratamiento anticipado van a depender del tipo
de trasplante y de factores internos a cada centro.
En tanto no se adquiera la necesaria experiencia
propia, valores de 2000 copias/mL de plasma en la
mayoria de los TOS, o de 500 copias/mL en los TPH
se asocian con presencia de sintomas atribuibles o
predicen el desarrollo inmediato de enfermedad por
CMV. Sin embargo, hay que insistir en el caracter
orientativo de estas cifras, como bien demuestran los
distintos valores cut-off que estan referidos en la
literatura. En el caso de la enfermedad focal
gastrointestinal, los valores de ADNemia suelen ser
bajos, como ocurre con la antigenemia.

Como se ha sefialado, en los pacientes de bajo
riesgo se tiende a prescindir de la monitorizacion
sistematica, reservando las pruebas para cuando
hay sospecha de enfermedad (por lo general,
sindrome virico con leucopenia, fiebre y elevacion de
enzimas hepaticas). En esta situacion, de nuevo la
sangre es la muestra de eleccion, y se deben realizar
pruebas cuantitativas. El cultivo en sangre aporta
poco al diagndstico, dada su lentitud y toxicidad de la
muestra sobre la monocapa celular. Las pruebas de
PCR cualitativa también pierden vigencia, ya que los
nuevos meétodos a tiempo real poseen una
sensibilidad analitica similar a las técnicas
cualitativas convencionales.

Cuando exista sospecha de enfermedad focal por
el CMV, se recomienda obtener una muestra
representativa del 6rgano afectado. En el caso de la
encefalitis, la muestra adecuada es el LCR y la
prueba a realizar, una deteccién gendémica con alta
sensibilidad analitica (cualitativa o a tiempo real).
Cuando exista sospecha de neumonitis, deben
obtenerse muestras de lavado broncoalveolar u otra
secrecion respiratoria de vias bajas y procesarlas
mediante cultivo o técnica molecular. La deteccién
de CMV en muestras de vias respiratorias altas,
especialmente mediante métodos de PCR, no
establece el diagndstico de neumonia, que siempre
debera ser corroborado mediante la observacion de
las inclusiones intracelulares tipicas en el examen
histopatolégico. Este mismo principio se aplica a la
enfermedad gastrointestinal, la forma mas frecuente
de enfermedad focal en los trasplantados. En
cualquier caso, es conveniente recoger muestras de
sangre en caso de enfermedad focal, ya que es un
marcador evidente de replicacion del virus.

Desde hace afos se dispone de antiviricos con
actividad especifica frente al CMV (ganciclovir,
valganciclovir, foscarnet, cidofovir). En algunos

grupos de riesgo, se preconiza su utilizacion como
profilaxis de larga duracién, lo que sienta las bases
de la seleccion de cepas resistentes, fendmeno que
estd bien documentado en la literatura. En los
trasplantados, la aparicién de resistencia en el curso
del tratamiento es rara, aunque en aumento. Es mas
frecuente en el TPH, donde se dan mejor los factores
de riesgo, que en el TOS. Sin embargo, aunque sea
algo ocasional, la experiencia actual abona la
recomendacion de disponer de pruebas de
sensibilidad a los antiviricos, preferiblemente en
centros de referencia experimentados, que se
aplicaran en el caso de fallo terapéutico. Para
llevarlas a cabo, se pueden aplicar métodos
fenotipicos o genotipicos. Los primeros reflejan mejor
lo que ocurre in vivo, pero resultan lentos y sélo
aplicables en el contexto de técnica de investigacion.
Hay que aislar la cepa responsable, preferiblemente
a partir del cultivo de material del 6rgano afectado, lo
que no siempre es posible. En su lugar, se pueden
utilizar los aislamientos obtenidos a partir de
muestras de sangre o de orina, mucho mas faciles
de conseguir. Los métodos genotipicos ponen de
manifiesto mutaciones puntuales en el gen UL97 del
CMV, las mas frecuentes y de mayor relevancia
clinica. También se produce resistencia por
mutaciones en la polimerasa codificada en el gen
UL54 vy, en este caso, es posible la resistencia
cruzada entre antiviricos. Los métodos genotipicos
proporcionan resultados mas rapidos, especialmente
si se lleva a cabo la amplificacién directa sobre la
muestra, seguida de la correspondiente
secuenciacion. Aunque la presencia de mutaciones
de resistencia no explica por completo el fracaso
terapéutico, que puede ser debido a otras causas, si
que es una guia util, y de ahi la recomendacion con
perspectiva de futuro.

Como se ha indicado, los cuadros linfoproliferativos
constituyen la complicacion mas importante asociada
al VEB en los trasplantados, por fortuna poco
frecuente. El diagnéstico es dificil, para lo que resulta
imprescindible mantener un elevado indice de
sospecha clinica, que se complementara con
pruebas de laboratorio microbiolégicas y exdmenes
hematolégicos. A diferencia de lo que ocurre con
otros herpesvirus, aqui las pruebas seroldgicas
pueden tener su aplicacion en el postrasplante, ya
que la ELPT es mas frecuente en nifos,
especialmente en el transcurso de una
primoinfeccién. En consecuencia, es obligado
realizar un seguimiento seroldégico temporal riguroso
en aquellos nifios trasplantados que eran
seronegativos previamente. En los seropositivos
pretrasplante, nifios y adultos, la serologia tiene
escaso interés, pues no existen marcadores fiables
de infeccién activa. En estos casos se recurre a la
deteccion gendémica cuantitativa en sangre, para lo
que existen pruebas comerciales a tiempo real, las
mas recomendables hoy en dia para el trasplante.
Sin embargo, ninguno de estos métodos esta
suficientemente estandarizado, y el primer problema
que se plantea es la eleccion de la muestra
adecuada: sangre completa, fraccion linfocitaria o
plasma. Aunque existe una controversia no resuelta,



la recomendaciéon actual es la de llevar a cabo la
prueba sobre sangre total, ya que combina mejor las
ventajas de reflejar de forma mas precisa la
replicacion del virus (celular) con la facilidad de
manejo, sin tener que anadir el proceso laborioso de
separacion de los linfocitos. El valor critico a partir
del cual el riesgo de ELPT es elevado, tampoco esta
resuelto, y varia segun el tipo de trasplante (TPH
alogénico o no, tipo de TOS), la edad del paciente, el
propio método de laboratorio y la forma en que se
expresan los resultados (sobre numero de células o
sobre volumen de muestra). Ademas, existe un
considerable solapamiento entre los valores de carga
virica de VEB entre los pacientes con ELPT vy los
grupos de control, por lo que se recomienda utilizar
la cinética virica como marcador de riesgo mas
preciso. Como es logico, no es posible dar cifras
orientativas, que siempre deberan obtenerse a partir
de la propia experiencia de cada centro. En estas
circunstancias, es evidente la recomendacién de
llevar a cabo el seguimiento de estos pacientes en el
mismo laboratorio y mediante la misma prueba de
laboratorio, siempre que sea posible.

La experiencia clinica en el trasplante sobre las
complicaciones atribuibles al VHH-6 y al VHH-7 es
limitada, por lo que el seguimiento sistematico no se
recomienda en la actualidad, restringiendo la
utilizacion de pruebas diagnésticas a aquellas
situaciones con sospecha clinica fundada. Ambos
virus se diagnostican también a partir de los
leucocitos, plasma o sangre completa, por PCR
anidada que puede cuantificarse mediante técnicas a
tiempo real, cuya oferta comercial es restringida en
estos momentos. Como es ldgico, los valores criticos
estan lejos de la estandarizacion. Por ultimo el VHH-
8, que produce el sarcoma de Kaposi, se diagnostica
a partir de la biopsia de la lesion. También se puede
detectar el ADN en linfocitos, siempre por técnicas
gendmicas mediante técnicas de amplificacion
genodmica y, preferiblemente, por métodos de PCR a
tiempo real.

5.4.3. Infecciones por retrovirus. El origen de las
infecciones por retrovirus en los pacientes receptores
de trasplante de 6rganos sdlidos puede ser: a) el
organo trasplantado, procedente de un donante con
infeccion en periodo ventana o con infeccion latente
no detectada mediante el cribado, b) la infeccion de
novo producida tras el trasplante, a través de los
mecanismos de transmisién habituales para esos
virus, y c) el propio paciente que sufria una infeccioén
silente previa al trasplante, pero que no
contraindicaba éste. Los dos retrovirus con mayor
impacto sobre los programas de trasplante son el
VIH-1 y el virus linfotropico de células T humanas
tipo 1 (HTLV-1).

Infeccién por el VIH-1 en el receptor

Las estrategias de cribado seroldgico del VIH-1, tanto
de los o6rganos donados como de los productos
sanguineos han reducido al minimo la posibilidad de
transmision al receptor, y los casos descritos se
deben, esencialmente, a errores humanos o a la
infeccion reciente del donante (periodo ventana). El
paciente trasplantado puede también infectarse
después de recibir el injerto, como cualquier individuo

inmunocompetente, si estd expuesto a los
mecanismos de infeccion bien conocidos (via
parenteral, transmisién sexual). Asimismo, el
trasplante de drganos en pacientes con infeccion
conocida por el VIH-1 es una practica cada vez mas
frecuente en nuestro medio. Por lo tanto, en el periodo
postrasplante podria darse la circunstancia de
necesitar pruebas de laboratorio para el diagndstico de
una infeccién contraida en el curso del trasplante o
para el seguimiento de la infeccion previamente
establecida. Tanto en uno como en otro caso, las
técnicas y estrategias diagndsticas seran similares a
las empleadas en cualquier otro paciente, salvo que el
seguimiento temporal es mas estrecho.

Infeccidn por el virus linfotrépico humano (HTLV-I)

Es wun retrovirus endémico en ciertas regiones
geograficas: sudeste de Japdn, Caribe, paises de la
parte norte de Sudamérica, sudeste de Estados
Unidos, areas de Africa central y del oeste, Melanesia,
Oriente Medio e India. Su mecanismo de transmisién
es similar al del VIH, incluyendo la transmisién vertical.
La persona infectada se convierte en portadora de por
vida, ya que el genoma virico se integra en los
linfocitos T. Si bien la primoinfecciéon puede cursar de
forma asintomatica, con el paso de los afios, un 2-4%
de los infectados puede desarrollar las enfermedades
asociadas a este virus, como la paraparesia espastica
tropical o la leucemial/linfoma de células T. En los
inmunodeprimidos, la tasa de progresion es mucho
mas elevada y las complicaciones mas graves. Se han
producido casos de transmisiéon en trasplantados a
través de la donacion de una persona asintomatica,
con consecuencias particularmente graves, pero
también hay una serie publicada de 16 donaciones de
rindn HTLV-I(+) que no presentaron complicaciones.
En Espafia, el problema tiene dos vertientes,
derivadas del notable flujo de inmigracion o las
estancias en paises riberefios del Caribe (Republica
Dominicana, Venezuela, Colombia, etc.). Por una
parte, el cribado de las donaciones, de las que ya se
ha hablado en el apartado correspondiente de este
documento y, por otra, la posibilidad de que se
produzca una reactivacién en el propio trasplantado
que procede o ha vivido en esta zona geografica, o
nacido de una madre originaria de estos paises.
Desde el punto de vista del diagndstico, las pruebas a
utilizar seran las serologicas, para lo que existen
métodos comerciales basados en distintos formatos de
inmunoensayo, que pueden complementarse mediante
pruebas moleculares en plasma o linfocitos. En el caso
del seguimiento en el trasplantado con infeccion
confirmada por el HTLV-I, se recomienda determinar la
carga virica, lo que sélo esta disponible en laboratorios
de referencia especializados. El significado clinico de
otro retrovirus relacionado, el HTLV-Il, no estd muy
bien definido en la poblacién general. Aunque se han
descrito casos de transmisién por las donaciones, el
impacto real en el trasplante es desconocido.

5.4.4. Virus respiratorios comunes. El paciente
trasplantado, como cualquier otro, esta expuesto a la
infeccion por los virus respiratorios que afectan a la
poblacion normal. Desde hace afios se conoce este
hecho, y también se sabe que el prondstico es mucho
peor, con afectacion frecuente de las vias bajas, de




ahi la conveniencia de prevenirlas. Los trasplantes de
mayor riesgo son el TPH y el pulmonar. Los virus mas
frecuentes son rinovirus, virus respiratorio sincitial,
virus de la gripe y adenovirus. En la infeccion
respiratoria aguda de tracto respiratorio superior las
técnicas de diagndstico seran las mismas que en la
poblacién normal, con especial énfasis en las técnicas
rapidas, como la deteccion de antigenos, que debe
complementarse con métodos basados en el cultivo o
en la deteccion de acidos nucleicos por PCR. Sin
embargo, el planteamiento diagndstico serd diferente
en los casos de neumonia. En este caso, la mejor
muestra es el lavado broncoalveolar, pero debido a su
caracter invasivo se utiliza en contadas ocasiones. En
la mayoria de casos, las muestras disponibles seran
un frotis nasal o faringeo. En los casos de neumonia,
tanto el cultivo celular como la deteccidon antigénica,
en muestras de tracto respiratorio superior, poseen
una baja sensibilidad, por lo que la técnica de eleccion
sera la amplificacion de acidos nucleicos. En la
actualidad existen sistemas de PCR a tiempo real que
permiten la deteccién simultdnea de la mayoria de
virus respiratorios en pocas horas con una elevada
sensibilidad y especificidad. Probablemente, el
principal inconveniente es la sensibilidad, que suele
ser causa de la deteccion conjunta de varios virus en
una misma muestra, siendo muy dificil interpretar los
resultados y no hay que olvidar que las técnicas de
PCR no distinguen la viabilidad virica. Por ello, son
necesarios estudios futuros para determinar Ia
probabilidad de colonizacién virica de vias
respiratorias.

Una importante caracteristica de estas infecciones
en los pacientes inmunodeprimidos es la persistencia
de la replicacién virica en el tracto respiratorio
durante prolongados periodos de tiempo. Asi,
deberan tomarse todas las precauciones necesarias
para evitar la transmisién a los contactos, en especial
durante el ingreso hospitalario y, cuando se inicie un
tratamiento antivirico especifico (por ejemplo, con
inhibidores de la neuraminidasa frente a los virus de
la gripe), se debera monitorizar la seleccién de
mutaciones de resistencia mediante secuenciacion o
PCR especifica de alelo.

5.4.5. Poliomavirus: virus JC y BK. El virus JC es
el agente causal de una grave enfermedad, la
leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP). Por
fortuna se trata de una complicacién muy rara pero
que, con los progresos diagndsticos, cada vez se
reconoce con mas frecuencia en los pacientes
trasplantados, tanto en los de érgano sélido como en
los TPH. Este virus infecta a las personas sanas a lo
largo de la vida, estableciendo infecciones
asintomaticas persistentes en el tracto urinario,
excretandose de forma mas o menos continua a
través de la orina. Se calcula que, en la edad adulta,
hasta un 80% de las personas estarian infectadas v,
consecuentemente, también los trasplantados. La
reactivacion, por causas no bien aclaradas, conduce
al cuadro desmielinizante y ultimamente fatal que
caracteriza a la LMP. El factor de riesgo mas
importante es el grado de “inmunodepresion neta”,
por lo que esta complicacion es tipica de

trasplantados en situacion de fuerte
inmunodepresion.

El diagnostico de sospecha es clinico, y se
complementa con pruebas de imagen neurolégicas.
Aunque el diagnéstico de certeza es por examen
anatomopatolégico de la biopsia cerebral, el
laboratorio de microbiologia puede tener una
contribucién importante cuando se sospeche esta
complicacion. Por las razones antes apuntadas, las
pruebas serolégicas (no comerciales) carecen de
interés, tanto a la hora de evaluar al donante y
receptor, como para diagnosticar un cuadro
sospechoso de LMP. Los métodos de cultivo
tampoco son practicables en el contexto clinico, por
dificultad técnica y lentitud. Tampoco es util el
diagndstico citoldgico en el sedimento urinario.

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas
moleculares de amplificacién, en multiples formatos,
que constituyen claramente la mejor opcién de
diagndstico microbiolégico. De todas ellas, las mas
recomendables son las de PCR a tiempo real, hoy en
dia disponibles comercialmente para diversas
plataformas instrumentales. Pueden llevarse a cabo
sobre material de biopsia aunque, por razones
obvias, la mayor aportacion clinica es sobre muestra
de LCR. La mayor experiencia con estas técnicas se
adquiri6 con los pacientes con sida antes de
disponer de los modernos tratamientos
antirretroviricos, por lo que la extrapolacién de sus
resultados al mundo del trasplante debe ser
realizada con cautela. Las series con trasplantados
son muy cortas y, cuando se ha intentado, la prueba
de PCR ha sido positiva en la practica totalidad de
casos, lo que podria traducir una mayor
concentracién de ADN virico en el LCR de los
trasplantados, a diferencia de los pacientes con sida,
en donde la sensibilidad no suele superar el 75%. La
experiencia del diagndstico molecular sobre biopsia
cerebral es anecddtica: la sensibilidad en casos
confirmados de LMP es total, aunque existen dudas
acerca de su especificidad (podria detectar el virus
latente en tejido cerebral).

El virus BK esté filogenéticamente muy relacionado
con el virus JC, con quien comparte algunas
caracteristicas epidemioldgicas y patogénicas, como
el establecer infecciones asintomaticas persistentes
con reactivaciones en el tracto urinario, que se
asocian con la cistitis hemorragica de comienzo
tardio en los TPH y con la nefritis instersticial en los
trasplantados renales. Se ha sugerido la existencia
de otras posibles asociaciones patolégicas en otros
tipos de trasplante, pero sigue siendo algo
controvertido. También lo es el mecanismo
patogénico, y no esta claro si la reactivacién del virus
es la causa de la patologia observada en algunos
pacientes o se trata de un simple epifendmeno
derivado de un estado inmune alterado general o
local. En cualquier caso, ambos cuadros clinicos se
relacionan con la replicacién no controlada del virus,
esto es, con la carga virica. El concurso del
laboratorio es indispensable en ambos casos, dada
la inespecificidad de las manifestaciones clinicas.

La cistitis hemorragica es muy frecuente en el TPH
infantil, pero también en el adulto. Los factores de



riesgo mas citados son la presencia de reaccion del
injerto contra el huésped agudo y el régimen de
acondicionamiento para el trasplante. Las cifras de
carga virica urinaria suelen ser muy altas, de hasta
8-10 unidades logaritmicas. Los cuadros mas
prominentes (cistitis grado 4), también muestran una
tendencia hacia valores mas elevados. Sin embargo,
estas asociaciones son de tipo estadistico, de
manera que, cuando se trasladan al diagndstico en
casos concretos, se observa un amplio solapamiento
entre pacientes asintomaticos y los que padecen
esta complicacién. En ninos TPH con reactivacion
asintomatica del virus pueden detectarse cifras de
carga virica como las senaladas anteriormente. El
control del cuadro (basicamente tratamiento
sintomatico) también se relaciona con un descenso
progresivo de la carga virica, aunque pueden
persistir cifras altas durante tiempos prolongados,
con marcadas diferencias individuales vy, en
consecuencia, con solapamiento.

La nefritis intersticial del trasplantado renal es una
complicacion grave que afecta a la funcionalidad y la
supervivencia del implante. Esta relacionada con la
inmunodepresion neta, por lo que determinados
regimenes de inmunosupresion podrian favorecerla.
Esto podria explicar las diferencias en cuanto a
frecuencia entre los grupos de trasplante
norteamericanos (8-10%), mas proclives a pautas
agresivas para evitar el rechazo, respecto a los
grupos europeos. En Espana, la complicacion se
presenta en no mas del 1-3%, circunstancia que
condiciona la estrategia diagndstica a desarrollar en
los programas de trasplante. Con esa frecuencia, no
resulta eficiente el cribado sistematico postrasplante,
debiendo restringirse a aquellos pacientes con
sospecha clinica (alteracion de la funcién renal). En
esta situacion si que es importante realizar el
diagndstico, ya que las manifestaciones clinicas y el
tiempo de presentacion son superponibles con los
episodios de rechazo, cuyo manejo clinico es el
contrario al de la nefritis intersticial (reduccién de la
pauta de inmunosupresion).

El diagnéstico de referencia de la nefritis intersticial
es el histopatolégico, mediante tinciones
inmunohistoquimicas especificas en biopsia renal. El
diagndstico microbioldgico puede ayudar en tanto no
esté indicada esa exploracién. Por las mismas
razones que en el virus JC, la serologia o el cultivo
no son practicables. La observacion de células
tipicas (decoy cells) en el sedimento urinario
mediante tinciones convencionales denota tan soélo la
excrecion activa de ambos virus, sin que sea posible
diferenciarlos. Algunos grupos han preconizado
utilizarla para el cribado sistematico, dado su alto
valor predictivo negativo, aunque los resultados no
son siempre igual de favorables para todos ellos.

Las pruebas mas utiles son las técnicas
moleculares, para lo que se han comercializado
reactivos especificos. Se recomiendan los métodos
cuantitativos de amplificacion por PCR a tiempo real.
La muestra mas conveniente es la orina, pero en
este caso no se pueden aplicar las técnicas
cualitativas (muy bajo valor predictivo positivo). Los
pacientes con nefritis intersticial muestran valores

mayores de 4 unidades logaritmicas, tipicamente
entre 7-8 unidades, aunque puede existir un cierto
solapamiento. La carga virica suele descender con el
control de la patologia (disminucién de la pauta
inmunosupresora). Es aceptable la deteccién
cualitativa del ADN del virus BK en suero, que se
asocia con la presencia del cuadro. Sin embargo, la
generalizacion de los métodos cuantitativos le resta
interés practico. Cuando se analiza el suero, los
valores de carga virica suelen ser en torno a 3
unidades logaritmicas méas bajos que los
correspondientes en orina, con un notable
paralelismo de estas cifras en funcién de la evolucién
clinica.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir
un método inmunoenzimatico que permite la
deteccion del antigeno galactomanano de
Aspergillus en muestras humanas de suero y lavado
broncoalveolar (LBA) mediante el equipo comercial
Platelia™ Aspergillus EIA de BioRad.

Este método se aplica como técnica de deteccion
rutinaria y de seguimiento en pacientes con riesgo
para aspergilosis invasiva. Este método es aplicable
a todos los laboratorios de Micologia que realicen
esta determinacion.

Se describen los tipos de muestras, su
procesamiento en el laboratorio y los criterios de
interpretacion.

2. FUNDAMENTO

El kit Platelia™ Aspergillus EIA de BioRad es una
técnica inmunoenzimatica (ELISA) en un tiempo, de
tipo sandwich en microplaca, que permite la
busqueda del galactomanano en sueros humanos
mediante el anticuerpo monoclonal de rata EBA-2
dirigido especificamente contra el galactomanano de
Aspergillus. El anticuerpo monoclonal se utiliza, por
una parte, para sensibilizar los pocillos de la
microplaca y captar el antigeno y, por otra, como
detector (acoplado a la peroxidasa).

La realizacion de la prueba comprende cuatro pasos:

1) Tratamiento del suero con calor en presencia de
EDTA para disociar los inmunocomplejos y
precipitar las proteinas séricas que puedan
interferir con el procedimiento ELISA.

2) Incubacion simultanea del suero y del
conjugado en los pocillos de la microplaca
sensibilizados con el anticuerpo monoclonal
(AcMo). En presencia de antigeno se forma un
complejo del tipo AcMo-Galactomanano-
AcMo/peroxidasa.

3) Revelado, después del lavado, de los complejos
AcMo-Ag-AcMo formados por adicion del
sustrato. Este reacciona con los complejos
ligados al pocillo y se produce una reaccion de
color azul.

4) Lectura de la reaccion a 450/620 nm tras 30 min
de incubacion a temperatura ambiente y parada
de la reaccién con acido sulfurico. La adicion de
acido detiene la reaccion enzimatica y cambia el
color azul por amarrillo.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia n° 1 a, 22
edicion. SEIMC. 2003. Disponible en
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Manual de instrucciones de las técnicas aplicadas

- Manual de bioseguridad

4. MUESTRAS

PROCEDIMIENTOS PREANALITICOS

4.1. VOLANTE DE SOLICITUD

La solicitud que acompafa a cada muestra debe ser
debidamente cumplimentada. Debera constar la
filiacién, edad, numero de historia, servicio de
procedencia, tipo de muestra (de forma muy
especifica), localizacién anatémica de la muestra,
tratamiento previo y diagndstico del enfermo, asi
como el cédigo del clinico que realiza la peticién.

4.2. MUESTRAS ACEPTABLES: OBTENCION Y
CONSERVACION

La prueba puede efectuarse sobre muestras de
suero o de lavado broncoalveolar (LBA), procedentes
de pacientes adultos. La prueba en suero se realiza
sobre muestra sin diluir, extraida segun las préacticas
habituales. Hay que separar el suero del coagulo lo
antes posible para evitar toda hemolisis. NO se debe
usar plasma.

Los sueros no deben estar contaminados y deben
ser transportados y conservados hasta su uso en
tubos herméticamente cerrados.

Los resultados no se ven afectados en muestras
de suero que contengan 20 mg/L de bilirrubina,
muestras lipémicas que contengan el equivalente a
2g/L de trioleina (triglicérido) o hemolizadas que
contengan 165 mg/L de hemoglobina. No se han
estudiado las interferencias relacionadas con el
exceso de albumina.

Las muestras de LBA se obtienen mediante
broncoscopia, por los procedimientos habituales en
el hospital. Se debe hacer constar el volumen de
suero instilado en el paciente.

Las muestras pueden almacenarse en nevera (2-
8°C) cuando el procedimiento ELISA se realice en
las 24-48 h siguientes. Para un almacenamiento mas
prolongado, hay que guardarlas a -20° C o
temperatura inferior.

Las muestras pueden someterse a un maximo de 4
ciclos de congelacién/descongelacion.

Las muestras descongeladas deben mezclarse
meticulosamente antes ser procesadas.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

5.1. REACTIVOS CONTENIDOS EN EL EQUIPO
COMERCIAL

El sistema comercial Platelia™ Aspergillus EIA de
BIO-RAD (Ref. 62796) contiene, en cantidad
suficiente para realizar 96 determinaciones en un
méaximo de 9 lotes, los siguientes componentes y
reactivos:

- R1. Pocillos sensibilizados con el anticuerpo
monoclonal anti-galactomanano EBA-2 (12 tiras
de 8 pocillos).

- R2. Solucién de lavado, concentrada 10 veces.
Tampon tris NaCl pH 7,4 que contiene 1% de
Tween® 20 y 0,01% de Timerosal (1 x 100 mL).

- R3. Suero de control negativo liofilizado
(humano). No contiene galactomanano, sin
conservante (3 x csp 1 mL).
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- R4. Suero de control umbral liofilizado
(humano). Contiene  galactomanano, sin
conservante (3 x csp 1 mL).

- R5. Suero de control positivo liofilizado
(humano). Contiene  galactomanano, sin
conservante (3 x csp 1 mL).

- R6. Conjugado: anticuerpo monoclonal anti-
galactomanano marcado con la peroxidasa (1 x
8 mL). Conservante: timerosal al 0,01%.

- R7. Solucién para el tratamiento de los sueros.
Solucién acida de EDTA, sin conservante (1 x
10,5 mL).

- R8. Tampon de sustrato de la peroxidasa.
Solucién de acido citrico y de acetato de sodio
pH 5,2 que contiene 0,009% de H,O, y 4% de
dimetilsulfoxido (DMSO) (1 x 60 mL).

- R9. Solucion de cromoégeno concentrada:
tetrametilbenzidina (TMB) al 0,6% en una
solucion de DMSO al 90% (1 x 1 mL).

- R10. Solucion de parada: acido sulfurico 1,5 N
(1 x12 mL).

- Hojas adhesivas para microplacas (8 unidades).

Importante: el equipo comercial debe conservarse
en nevera, entre 2-8°C.

5.2. OTROS PRODUCTOS (NECESARIOS Y NO
SUMINISTRADOS CON EL EQUIPO COMERCIAL)

- Agua destilada o desmineralizada para la solucion de

lavado.

- Agua destilada apirogena estéril para reconstituir los

sueros de control.

5.3. SEGURIDAD E HIGIENE

- Todas las muestras deben tratarse como
potencialmente infecciosas.

- Los sueros de control han sido inactivados por
calor y han resultado ser negativos para los
anticuerpos anti-VIH1, anti-VIH2, anti VHC vy
antigeno HBs. Sin embargo, como ningun método
puede garantizar de forma absoluta estas ausencias
o las de otros agentes infecciosos, estos sueros
deben ser tratados como muestras potencialmente
infecciosas.

- Es obligado el uso de guantes al realizar esta
prueba.

- Se debe evitar todo contacto del tampdn sustrato,
del cromdgeno o de la solucién de parada con los
ojos, la piel y las mucosas (riesgo de toxicidad,
irritaciéon o quemaduras).

- ATENCION: Acido sulfarico 1,5 N (solucién de
parada) y DMSO al 90% (R9). Son productos
irritantes para los ojos y la piel (R36/38). En caso de
contacto con los ojos, lavese inmediata vy
abundantemente con agua vy solicitar atencion
médica. NO se debe afiadir agua directamente
sobre estos productos (reaccion muy exotérmica),
pues puede originar fuertes salpicaduras.

- La tetrametilbenzidina (TMB) del R9 es un
cromégeno de peroxidasa no cancerigeno y no
mutageno.

6. APARATOS Y MATERIALES

- Gradilla metalica para tubos de 1,5 mL.

- Puntas de pipeta con filtro adaptadas al volumen
necesario.

- Tubos de polipropileno, cénicos y estériles de 1,5 mL
con tapon de rosca (que soporten 100-120°C).

- Material volumétrico (probetas para preparar solucion de
lavado).

- Agitador tipo vortex.

- Bafio en ebullicion a 100°C.

- Baro, estufa o incubador de microplacas a 37°C + 1°C.

- Dispositivo de lavado para microplacas, manual o
automatico.

- Espectrofotometro para microplacas con filtros a
450/650 nm.

- Microcentrifuga (10.000 x g).

- Pipetas o multipipetas para dosificar volumenes de 1000
pL, 200 pL, 150 pL, 100 pL y 50 pL.

7. PROCESAMIENTO

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y
REACTIVOS

Precauciones comunes para las pruebas
inmunoenzimaticas:

- No utilizar reactivos después de la fecha de
caducidad ni mezclar o asociar en una misma serie
reactivos que procedan de kits con numero de lote
diferentes.

- Reconstituir cuidadosamente los reactivos evitando
toda contaminacion. Utilizar preferentemente material
de uso unico durante toda la prueba.

- No realizar la prueba en presencia de reactivos que
produzcan vapores (acidos, alcalinos, aldehidos) o
polvos que puedan alterar la actividad enzimatica del
conjugado.

- El lavado de los pocillos es una etapa esencial de
la manipulacién: hay que respetar el numero de
ciclos de lavado prescrito y comprobar que todos los
pocillos estdn completamente llenos y después
completamente vacios.

- No utilizar nunca el mismo recipiente para distribuir
el conjugado y la solucion de revelado.

- La reaccién enzimatica es muy sensible a todos los
metales o iones metalicos. Ningun elemento
metalico debe entrar en contacto con las diferentes
soluciones que contienen el conjugado o la solucion
sustrato.

- La solucion de revelado (tampdn sustrato +
cromogeno) debe ser incolora. La aparicion de una
coloracion azul en los minutos siguientes a la
reconstitucién indica que el reactivo es inutilizable y
se debe sustituir.

Precauciones especificas para la prueba
Platelia™ Aspergillus EIA:

- Dada la alta sensibilidad de la prueba y la frecuente
presencia de esporas de Aspergillus spp. en el aire,
se debe evitar toda contaminacion ambiental que
origine falsos positivos. Se recomienda realizar la
prueba en una habitacion distinta a las que se
empleen para obtencion de muestras, siembra y
cultivo micoldgicos.
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- Se debe utilizar material limpio y exento de polvo.
Lo ideal es el uso de material apir6geno, pues el
galactomanano es termoestable y la esterilizacion
del material no garantiza su ausencia. Sin embargo,
con un minimo de precauciones, es posible utilizar
material sometido a limpieza estandar.

- Hay que limitar al maximo la exposicion al aire libre
de las distintas soluciones y contenedores abiertos
(placa, tubos, probetas, etc.).

- No verter nunca el excedente de conjugado no
distribuido sobre el frasco de origine: utilizar la
cantidad necesaria para cada serie.

7.2. PROCEDIMIENTOS PREVIOS

- Atemperar los sueros a temperatura ambiente,

durante 15 min.

- Reconstituir los reactivos cuidadosamente evitando

toda contaminacion. Antes de su utilizacion,

dejarlos atemperar 15 min a temperatura
ambiente:

- R1. Pocillos sensibilizados. Cortar la bolsa de
aluminio 0,5-1 cm por encima del cierre zip y
sacar las tiras necesarias (muestras + 4
controles). Volver a introducir inmediatamente en
la bolsa las tiras no utilizadas, cerrarla y guardarla
entre 2-8°C.

Caducidad: Después de abrir la bolsa al vacio,

las tiras conservadas entre 2-8°C en su bolsa de

origen bien cerrada, son estables durante 5

semanas.

- R2. Solucién de lavado, concentrada 10X.

Preparar una dilucion 1/10. Si se utiliza el

sistema de lavado automatico, preparar 1 L para

12 tiras 6 0,5 L para 6 tiras (1 L: 100 mL solucion

de lavado R2 y 900 mL de agua destilada; 0,5 L:

50 mL de R2 y 450 mL de agua destilada). Si se

hace lavado manual, calcular, el volumen en

funcion de las tiras a montar (son un total de 5

lavados con 370 ul para cada pocillo):

- de 1-3 tiras: 50 mL (5 mL de R2 y 45 mL de

agua destilada).

- de 4-6 tiras: 100 mL (10 mL de R2 y 90 mL de

agua destilada).

- de 7-9 tiras: 150 mL (15 mL de R2 y 135 mL

de agua destilada).

- de 10-12 tiras: 200 mL (20 mL de R2 y 180 mL

de agua destilada).

Caducidad: Después de su dilucion, la solucién

de lavado se conserva durante 15 dias en nevera

entre 2-8°C.

- R3. Suero de control negativo. Reconstituir un
frasco con 1 mL de agua destilada apirdgena.
Esperar 2-3 min para la rehidratacion del suero y
después mezclar bien. Repartir en 3 x 300 pl en
tubos tipo eppendorf y congelar a —20°C los dos
no utilizados el mismo dia. Debe prepararse
inmediatamente antes de la realizacién del
ELISA.

- R4. Suero de control umbral (preparar igual que
R3).

- R5. Suero de control positivo (preparar igual que
R3y R4).

- Caducidad: Después de la reconstitucion, los
volumenes de los sueros R3, R4 y R5 no
utilizados deben ser congelados
inmediatamente a -20°C durante un maximo de
5 semanas.

- R6. Conjugado. Homogeneizar por inversién
antes de su uso. Extraer unicamente la cantidad
necesaria segun el numero de muestras (para 6
tiras: 4ml; para 12 tiras: 8 mL).

- R7. Solucién de tratamiento. Lista para su uso.

- R8. Tampodn sustrato. Listo para su uso.

- R9. Soluciéon de cromégeno concentrada. Diluir
50 veces la solucion en el tampén sustrato (R8)
calculando un minimo de 2 mL por tira (max.
4mlftira). Estabilidad: 6 h cuando se almacena
en oscuridad a temperatura ambiente (18-25° C)

- Para 2 tiras: 100 pl de R9 + 5 mL de R8.

- Para 6 tiras: 400 plde R9+20mLde R8 6 500
pl de R9 + 25 mL de R8

- Para 12 tiras: 1ml de R9 + 50 mL de RS8.

- R10. Solucién de parada. Lista para su uso.

7.3. DETECCION DEL ANTIGENO GALACTOMANANO:

INSTRUCCION DE TRABAJO

a) Encender el bafho de agua y graduarlo a 100°C.

Tratamiento de las muestras (sueros y LBA):

b) Preparar y rotular, en gradilla metélica, tantos
tubos cénicos de 1,5 mL (estériles y con tapdn
de rosca) como numero de muestras a analizar,
mas 4 para los controles.

c) Dosificar, en los tubos correspondientes, 300 pL
de cada suero problema y de los controles.

d) Anadir 100 pL de la solucion de tratamiento (R7)
a todos los tubos. Con la pipeta repetidora y
utiizando la misma punta sin tocar Ila
preparacion.

e) Tapar los tubos y agitar sin invertirlos.

f) Colocar la gradilla con los tubos en el bafo a
100°C durante 3 min. Debido a que la
temperatura, el tiempo de espera y el uso del
material recomendados son esenciales para el
éxito del analisis, conviene validar la temperatura
indicada por el aparato comprobando Ia
temperatura real. Para ello, hay que colocar un
termémetro calibrado encajado en un tubo con
aceite mineral: dentro del tubo se deben alcanzar
los 100° C en el bafio de agua hirviendo.

g) Centrifugar los tubos en la microcentrifuga
durante 10 min a 10.000 x g y a temperatura
ambiente. Se utiliza el sobrenadante para
continuar la prueba.

h) Una vez tratada la muestra, la prueba debe
realizarse lo antes posible (en la jornada). El
sobrenadante se puede extraer y almacenar a 2-
8°C hasta un maximo de 48 h antes de su
estudio. Si después de analizar los resultados se
decide volver a probar el suero, se debe iniciar la
repeticion desde el suero puro y no con el suero
tratado.
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Procedimiento de ELISA:

i) Establecer cuidadosamente el plan de
distribucion y de identificacion de las muestras.

j) Sacar las tiras de pocillos (R1) necesarias del
embalaje protector y prepararlas en el soporte de
plastico: niumero de muestras mas 4 controles (1
control positivo, 2 controles umbral y 1 control
negativo).

k) Verter el conjugado (R6), homogeneizandolo por
inversion antes de su uso, en una cubeta
especial, calculando el volumen necesario segun
el numero de muestras a procesar (para 6 tiras:
4 mL; para 12 tiras: 8 mL).

I) Dispensar 50 uL del conjugado (azul) con pipeta
multicanal de 8 (amarilla).

m) Afadir 50 pL de los sobrenadantes de las
muestras tratadas y de los controles, utilizando
una punta para cada uno de ellos, y mezclar
pipeteando varias veces.

n) Tapar la microplaca con pelicula adhesiva,
apretando bien toda la superficie para asegurar
la estanqueidad, e incubarla durante 90 min (£5
min) a 37°C (£1°C) [Atencidn: en una estufa en
la que no haya placas con cultivos bacterianos ni
fangicos].

0) Retirar la pelicula adhesiva y proceder a la
aspiracion (100 pL) y al lavado con la solucién
de lavado (R2 diluida), bien de forma automatica
o manual. Son un total de 5 lavados con 370 pl
de solucion de lavado cada uno. Al finalizar,
secar bien las tiras dandoles la vuelta y
golpeando suavemente sobre una hoja de papel
absorbente para garantizar que se elimina todo
el liquido.

p) Anfadir rapidamente a cada pocillo, a cubierto de
la luz directa y con pipeta multicanal, 200 pl de la
solucién de revelado (R9:R8 1:50), que debe ser
incolora. Sin tapar la microplaca, dejar que la
reaccion se revele en la oscuridad (caja de
porespan o similar) durante 305 min, a
temperatura ambiente (18-25°C).

Comprobar el estado de funcionamiento del
espectrofotobmetro para ponerlo en marcha y
estabilizarlo en caso de que no esté en uso.

q) Parar la reacciéon enzimatica afiadiendo 100 pl de
solucion de parada (R10), mediante una pipeta
multicanal y las mismas puntas, en cada pocillo.
Adoptar la misma frecuencia y el mismo ritmo de
distribucion que para la solucion de revelado.

r) Limpiar cuidadosamente la parte inferior de las tiras
y proceder a su lectura en un lector de placas de
ELISA en los 30 min siguientes a la parada de la
reaccion (las tiras siempre deben conservarse a
cubierto de la luz antes de la lectura). Leer la
densidad optica (DO) a 450 nm segun el
procedimiento instrumental apropiado.

s) Finalizada la lectura, imprimir los resultados. Antes
de transcribir los resultados, comprobar la
concordancia entre la lectura y el plan de
distribucion e identificaciéon de las placas, muestras
y controles. Una absorbancia con una DO menor de

0,000 indica un error del procedimiento o del
instrumento, que deberia evaluarse. El resultado se
considera no valido y la muestra debe volverse a
analizar.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS

RESULTADOS

Célculos, expresion y validacion del ensayo:

- Célculo del valor umbral. El valor umbral (VU) o
cut-off correspondera a la media de las
absorbancias (DO) de los pocillos que contienen el
suero umbral (R4).

- Célculo de un indice () para cada suero
analizado. Para cada suero analizado, hay que
calcular la relacion entre las densidades Opticas
(DO):

DO muestra
| = [
DO suero umbral (cut-off)

Este calculo permite limitar las variaciones de DO
interensayo e interlaboratorio, debidas a las
diferentes  condiciones de realizacion del
procedimiento (temperatura ambiental, modos de
lavado, etc.)

- Validacion del ensayo. En las condiciones
normales de utilizacién de la prueba, los sueros
control dan los siguientes resultados:

- DO del suero de control umbral o cut-off (R4)
entre 0,3y 0,8 (20,3 y <0,8)

- El indice (I) del suero de control positivo (R5)
debe ser superior a 2,0 (>2,0)

- Elindice (I) del suero de control negativo (R3)
debe ser inferior a 0,4 (<0,4)

En relacion con el punto de corte, actualmente se
considera que la técnica puede interpretarse de
forma dinamica (indices 20,5 ng/mL en muestras
consecutivas), o estatica (indice = 0,7 ng/mL) en una
muestra de suero.

9. RESPONSABILIDADES

Las normas de este documento deben ser tenidas en

cuenta por todos los miembros del Servicio que

realicen esta técnica, en las diferentes etapas del
procedimiento.

- El proceso de obtencion de la muestra es
responsabilidad del servicio solicitante, o del
laboratorio de microbiologia si se realiza en él la
toma de la muestra.

- La realizacibn de la prueba, incluyendo los
procesos preanaliticos distintos del registro de las
muestras, el calculo de los resultados, su registro
en el sistema informatico y el archivo de hojas de
trabajo son responsabilidad del personal técnico
adscrito al laboratorio de Micologia.

- La supervision de todo el proceso y del personal, la
interpretacién de los resultados y su validacion, la
comunicacién de resultados clinicamente
relevantes a los facultativos que atiendan al
paciente y el proceso de asesoria clinica son
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responsabilidad del facultativo a
laboratorio de Micologia.

cargo del

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

El ensayo se ha validado especialmente en muestras
de sueros procedentes de pacientes neutropénicos
con riesgo de aspergilosis invasiva. Los parametros
siguientes se refieren a esta poblacién de pacientes
y con esta muestra clinica, no siendo extrapolables a
otros tipos de enfermos ni a la muestra de LBA. Sin
embargo, esto no es obstaculo para utilizar la prueba
fuera de la situacién validada, dado que la deteccion
de galactomanano puede ser util en el contexto de
una enfermedad grave y de dificil diagndstico clinico
como la aspergilosis.

Sensibilidad. El estudio de sensibilidad, realizado
en dos centros con un numero total de 38 episodios
de 35 pacientes con trasplante de precursores
hematopoyéticos y pacientes con leucemia
diagnosticados de aspergilosis demostrada o
invasiva probable mostro los siguientes resultados:

a) Aspergilosis demostrada, N=19 episodios en
16 pacientes: Sensibilidad del 100% (19/19).

b) Aspergilosis probable, N=19 episodios en 19
pacientes: Sensibilidad del 94,7% (18/19).

c) Aspergilosis demostrada y probable
combinadas, N=38 episodios en 35 pacientes:
Sensibilidad del 97,4% (37/38). El intervalo de
confianza del 95% es del 86,2%-99,9%.

Especificidad. ElI estudio de especificidad,
realizado en dos centros con un numero total de
3691 muestras combinadas obtenidas en 201
episodios (168 pacientes) sin signos de
aspergilosis invasiva (pacientes de control).

a) Centro 1, N=3060 muestras de 103 episodios
(70 pacientes): Especificidad del 92,2%
(95/103). Intervalo de confianza 85,3%-96,6%.

b) Centro 2, N=631 muestras de 98 episodios (98
pacientes): Especificidad del 88,8% (87/98).
Intervalo de confianza 80,8%-94,3%.

c) Centros combinados, N=3691 muestras de
201 episodios (168 pacientes): Especificidad
del 90,5% (182/201). El intervalo de confianza
al 95% es del 85,6%-94,2%.

Valores predictivos. Analizados los valores
predictivos positivo y negativo (VPP y VPN) en la
poblacién de pacientes de este estudio, basados en
la prevalencia actual del 16% observada en este
estudio y teniendo en cuenta los resultados
positivos cuando 2 muestras consecutivas tuvieron
un indice mayor o igual a 0,5.
VPP=66,1% (37/56) vy
(182/183)

VPN=99,4%

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
a) Un resultado negativo del analisis no descarta el

diagndstico de aspergilosis invasiva. Los
pacientes en riesgo de aspergilosis invasiva se
deben estudiar dos veces por semana.

b)

c)

)

k)

Debe seguirse estrictamente el procedimiento y la
interpretacion de los resultados, en caso contrario
pueden obtenerse falsos negativos.
Se pueden obtener falsos positivos cuando, por
una manipulacién brusca de la microplaca o una
mala técnica de pipeteado al afadir los reactivos,
se produzca la contaminacion de pocillos de
muestras negativas por el contenido de un pocillo
control o de muestras positivas.
No se ha validado el rendimiento del Platelia™
Aspergillus EIA en muestras de pacientes
neonatos o pediatricos.
La deteccion de galactomanano en pacientes con
enfermedades granulomatosas crénicas o
sindrome de Job puede ser menor al usar el
Platelia™ Aspergillus EIA.
El uso concomitante de un tratamiento
antimicético activo en algunos pacientes con
aspergilosis invasiva disminuye la sensibilidad del
Platelia™ Aspergillus EIA.
No se ha evaluado el uso del Platelia™
Aspergillus EIA con plasma u otras muestras
como orina o liquido cefaloraquideo.
Tampoco existe una experiencia amplia con
muestras de LBA, por lo que el ensayo no se ha
validado completamente y los valores umbrales
se desconocen. De cualquier forma, algunos
estudios sugieren su utilidad, por lo que puede
utilizarse valorando los resultados en funcién de
las caracteristicas clinicas y otros datos auxiliares
del paciente.

No se ha establecido el rendimiento del Platelia™

Aspergillus EIA en la lectura manual o la

determinacion visual de los resultados.

Reacciones cruzadas con hongos

filamentosos distintos de Aspergillus: se ha

demostrado que otros géneros de hongos como

Penicillium, Alternaria y Paecilomyces reaccionan

con los anticuerpos monoclonales EBA-2 de rata

que se usan en la deteccion del galactomano de

Aspergillus. Estas especies raramente participan

en una infeccién micoética invasiva.

Reacciones positivas sin signos clinicos:

- Teniendo en cuenta la deteccion precoz del
antigeno galactomanano en el suero, incluso
antes de la aparicion de las caracteristicas
clinicas o radiolégicas, es posible observar

reacciones positivas sin signos clinicos:
corresponden a pruebas “verdaderos
positivos” de pacientes en los que el

diagnéstico de aspergilosis demostrada o

probable se establecera mas adelante.

- Sin embargo, en algunos casos concretos, se
deberan tener en cuenta varios factores
cuando se interprete la prueba:

- Edad del paciente: se han descrito
reacciones positivas sin signos clinicos,
especialmente en nifios pequefos. Aunque
algunos de estos casos podrian estar
relacionados con la circulacion real de
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antigenos de Aspergillus, la mayoria se
consideran falsos positivos.

Factores de la dieta: se ha demostrado la
presencia de galactofuranosidos en
algunos alimentos, en particular en los
cereales y sus derivados, y en los postres
lacteos. A diferencia de la leche materna,
las leches humanizadas contienen
concentraciones altas de galactomanano.
Por lo tanto, se debe tener en cuenta este
factor a la hora de interpretar la evolucion
de la antigenemia en los nifios pequefios y
también en aquellos casos con alteraciones
en la barrera intestinal. La interpretaciéon de
un caso de antigenemia positiva que no se
acompafie de signos clinicos debe ser aun
mas cauta en esta poblacién de pacientes.
Tratamientos con B-lactamicos
semisintéticos: se han publicado casos
aislados de resultados positivos en el
analisis del galactomanano en pacientes
tratados con piperacilina/tazobactam y, en
menor medida, con soluciones parenterales
de amoxicilina-clavulanato También se ha
descrito que algunos lotes o series de
piperacilina/tazobactam son positivos al
antigeno galactomanano. Por lo tanto, los
resultados positivos del analisis de los
pacientes tratados con estas
combinaciones deben interpretarse con
cautela y confirmarse con otros métodos
diagnosticos. No obstante, no se puede
descartar la aparicidon de una aspergilosis
invasiva porque Platelia™ Aspergillus EIA
puede detectar el antigeno galactomanano
antes de que aparezcan los signos clinicos
o radiolégicos. En consecuencia, se vigilara
mas estrechamente a los pacientes
tratados con piperacilina/tazobactam o
amoxicilina-clavulanato y que muestren
resultados positivos en el analisis.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir los
aspectos preanaliticos para el diagnostico de los
herpesvirus en los pacientes trasplantados de
Organo sélido y de precursores hematopoyéticos.
Estos procedimientos son aplicables a todos los
laboratorios de Virologia tanto con fines diagnésticos
como prondstico, y también para el seguimiento del
tratamiento, cuando proceda.

Se describen los tipos de muestras, la forma de
obtenerlas, transportarlas y conservarlas, asi como
los sustratos celulares apropiados para los métodos
de cultivo.

2. FUNDAMENTO

Todos los virus humanos incluidos en la familia
Herpesviridae son capaces de infectar y producir
patologia en los individuos trasplantados, aunque no
todos tienen igual protagonismo desde el punto de
vista de la frecuencia y gravedad de Ilas
complicaciones clinicas. Los herpesvirus poseen la
capacidad bioldgica de la latencia en distintos tipos
celulares. Como consecuencia de ello, muchas de
las infecciones en los trasplantados se producen por
reactivacion de un virus latente, si bien las
infecciones primarias suelen ser clinicamente mas
aparentes y graves. El diagnéstico de laboratorio es
de crucial importancia para: a) distinguir entre
primoinfeccion y reactivacion, b) diferenciar las
infecciones activas no responsables de patologia de
aquellas que si lo son (enfermedad), ¢) ayudar en el
pronéstico y en la instauracion de medidas
preventivas y terapéuticas, y d) monitorizar el
tratamiento y vigilar la aparicion de resistencias.
Dado que no todas las pruebas estan indicadas en
todas las situaciones, y que en algunas de ellas el
proceso diagndstico de los herpesvirus puede tener
una cierta complejidad técnica, los aspectos
preanaliticos tienen una importancia capital, por lo
gue conviene conocerlos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia n® 1 a, 22
edicion. SEIMC. 2003. Disponible en
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Manual de instrucciones de las técnicas aplicadas
(en su caso)

- Manual de bioseguridad.

4. MUESTRAS
4.1. SEGURIDAD E HIGIENE

- Todas las muestras deben tratarse como potencialmente
infecciosas, no soélo por lo que se refiere a los herpesvirus,
sino también para otros patdgenos que pudieran estar

presentes en ellas.

- Deben de seguirse las instrucciones contenidas en el

manual de bioseguridad.

4.2. INSTRUCCION DE TRABAJO

4.2.1. Volante de solicitud. La solicitud que
acompafia a cada muestra debe ser debidamente
cumplimentada, y en ella debera constar la filiacién,
edad, niumero de historia, servicio de procedencia,
tipo de muestra (de forma muy especifica),
localizacion anatémica de la muestra, tratamiento
previo y diagndstico del enfermo, asi como el cédigo
del clinico que realiza la peticion.

4.2.2. Muestras aceptables. Las muestras
recomendables en funcion del tipo de herpesvirus y
del proceso clinico se resumen en el anexo 1 de este
documento.

4.2.3. Obtencion y conservacion de las muestras.
a) Sangre con anticoagulante:

- 5-10 mL en tubo con EDTA (tap6n morado).

- La sangre heparinizada es aceptable para los
métodos de cultivo y de deteccion de antigenos;
no obstante, dado que no esta contraindicada
para las técnicas moleculares, es preferible
uniformizar la muestra sangre-EDTA para todos
los propositos.

- Se conservard en nevera (2-8°C) durante un
maximo de 24-48 h, a partir de las cuales hay
que proceder a la separacion de fracciones (ver
mas adelante). Algunas técnicas requieren un
procesamiento mas rapido.

b) Médula ésea:

- Recoger 2 mL de aspirado con anticoagulante
(EDTA).

- Sirven los mismos comentarios que para la
sangre.

c) Sueroy plasma:

- Se obtienen por los métodos habituales de
laboratorio (en el caso del plasma, a partir de
sangre anticoagulada con EDTA).

- Se pueden conservar en nevera (2-8°C) durante
diferentes periodos, segun el fin al que estén
destinados: sueros para determinaciones
serolégicas, hasta 7 dias; sueros y plasmas
para determinaciones moleculares, 24-48 h.

- Para periodos de conservacion mas
prolongados, se guardaran congelados a —20°C
(sueros para Serologia), o —70°C (sueros y
plasmas para determinaciones moleculares).

d) Fracciones celulares sanguineas:

- En el diagnostico de las infecciones por
herpesvirus se utilizan las fracciones
mononucleares-linfocitarias y los polimorfo-
nucleares, dependiendo del objetivo de cada
técnica.

- Para separar linfocitos y monocitos se suelen
utilizar diversos polimeros de distinto peso
molecular (Ficoll®, Lymphoprep®, etc.). Deben
seguirse los protocolos especificados por el
fabricante.

- En la separacién de polimorfonucleares se
utilizan los polimeros de dextrano y el
Polymorphoprep®, en este caso siguiendo las
especificaciones del fabricante.
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- Una vez separadas las células, deben - Se conservara segun lo indicado para otros
emplearse  inmediatamente para el fin exudados.

diagnéstico concreto, especialmente si se trata
de deteccién de antigenos virales. Para las
técnicas moleculares, es posible conservarlas
en nevera 24 h vy, para periodos mas
prolongados, debe recurrirse a la congelacion a
temperaturas inferiores a —70°C.

Hisopos faringeos o nasales:

- Introducir la torunda en medio de transporte de
virus previamente a realizar la toma, que ha de
hacerse frotando vigorosamente.

- Las muestras se conservan en nevera (2-8°C)
durante un maximo de 48 h. Si el tiempo es mas
prolongado, deben congelarse a —70°C. No se
recomienda la congelacién en congeladores
domésticos (-20°C).

Aspirados nasales:

- Usando un aparato para recoger moco, insertar
un catéter del calibre apropiado en la
nasofaringe (a través de fosas nasales). Aplicar
succion y al retirar el catéter aplicar la succién
intermitentemente. Recoger este aspirado con 5
mL de medio de transporte de virus y transferir
el material a un tubo estéril.

- Si no se dispone de aparato de succién, se
puede realizar un lavado nasofaringeo con agua
destilada estéril con ayuda de una jeringa y una
canula, aspirar a continuacién el liquido
introducido y ponerlo en un tubo estéril.

- Se conservan en nevera (2-8°C) durante 24-48
h. Si se ha de prolongar la conservacion, se
recomienda disponerlo en alicuotas sobre medio
de transporte de virus y congelarlos a —70°C o
inferior.

Lavados nasales en nifios:

- Introducir suero salino, agua destilada estéril o
medio de transporte de virus a través de una
jeringa y una canula pequefia por la fosa nasal y
aspirar a continuacién el liquido,
introduciendolo luego en un tubo estéril.

- Se conservan de forma similar a los aspirados
nasales.

Exudados de vesiculas:

- Igual que los exudados faringeos, se introduce
la torunda previamente en el medio vy
presionando sobre los bordes de la lesion. Si
hay una vesicula, debe romperse previamente y
aspirar el contenido (suele ser muy rica en
viriones completos, por lo que es mas adecuada
para métodos de cultivo).

- Si la técnica que se quiere hacer es una
deteccion de antigeno de los virus herpes
simple y varicela-zoster, se debe presionar y
frotar vigorosamente la base de la lesién con el
hisopo.

- El hisopo se introducira en un tubo de medio de
transporte de virus y se agitara vigorosamente
para desprender los restos celulares del material
del hisopo.

)
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Exudados conjuntivales:

- Realizar la toma en la conjuntiva inferior,
mojando previamente la torunda en suero
salino, ponerla a continuacién en medio de
transporte de virus.

- Se conservan como otros exudados.

Exudados endocervicales y uretrales:

- Se deben recoger en medio de transporte de
virus, como todos los exudados para cultivo
virico.

- Se conservan de forma similar.

Exudados rectales:

- Introducir la torunda (previamente humedecida
en el medio de transporte de virus) 4-6 cm en el
recto y realizar la toma girandola.

- Las torundas se introducen en medio de
transporte de virus (que contiene antibidticos) y
se conservan como el resto de exudados.

Lavado broncoalveolar:

- Se obtendra de mediante broncoscopia, segun
los procedimientos habituales para otros
patdgenos bacterianos y flngicos, pero el
procesamiento debe ser inmediato.

- La conservacion debe hacerse mediante
congelacion a temperatura de —70°C o inferior.

m) Biopsias:

- lgual que para cultivos bacterianos y fangicos,
pero es necesario procesarlas inmediatamente.

- Se pueden introducir en suero salino o, si sélo
estan destinadas al diagnéstico de herpesvirus,
mantenerlas en medio de transporte de virus.

- Las biopsias mantenidas en medio de transporte
de virus se pueden conservar en nevera (2-8°C)
durante 24-48 h. Para peri6dos mas
prolongados, se deben congelar a una
temperatura inferior a —70°C.

LCR, orinas y heces:

- Se deben obtener por los métodos comunes a
otras areas del laboratorio de microbiologia.

- La muestra de heces no se recomienda con
caracter general para los herpesvirus,
reservandose tan solo para situaciones clinicas
especiales.

- La conservacién a largo plazo se hara por
congelacion a —70°C.

Liguido pericardico, amnidtico y otros liquidos

estériles:

- Se obtendra 1- 2 mL en un contenedor estéril.

- Estas muestras se conservaran en nevera a 2-
8°C. La conservacion a largo plazo se hara por
congelacion a —70°C.

5. SUSTRATOS CELULARES Y CONDICIONES DE
INCUBACION APROPIADOS PARA EL CULTIVO
DE LOS HERPESVIRUS

En funcién del tipo de patologia producida y la

localizacion de las

lesiones el diagndstico se

realizard por métodos distintos.
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Virus del herpes simple (VHS):
- Los VHS 1y 2 crecen en varias lineas celulares:

- Vero, la mas utilizada.

- Fibroblastos MRC-5 y otras linea de celulares

de fibroblastos.

- A549.

- Hep-2.
- Los cultivos celulares convencionales (en tubo o en
frasco) se incuban a 37°C durante 7 dias, a la
busqueda del efecto citopatico caracteristico, si bien
se suelen presentar en las primeras 48 h en el 80%
de las ocasiones en que son positivos. El sustrato
celular restante es adecuado para la tipificacién del
virus mediante inmunofluorescencia o por métodos
moleculares.
- Para los cultivos celulares en shell-vial se inoculan
dos viales, que se incuban durante 24 y 48 h,
respectivamente. Si se pretende distinguir entre
ambos tipos de VHS, debera inocularse una pareja
de viales para cada uno de ellos.

Virus varicela-zéster (VVZ2):

- El VVZ crece en células MRC-5 o en otras lineas
de fibroblastos. El cultivo virico de VVZ es menos
sensible que el de VHS por ser un virus mas labil y
que permanece menos tiempo viable dentro de las
vesiculas.

- El cultivo convencional se incubard un minimo de
10 dias y no suele producir efecto citopético, o ser
muy poco manifiesto, por lo que el diagnostico debe
hacerse mediante tincion de las células con
anticuerpos monoclonales especificos.

- Los cultivos shell-vial tardan 2-3 dias en crecer y
también se diagnostica mediante tincion con
anticuerpos monoclonales.

7. ANEXOS

Citomegalovirus (CMV):

-EL CMV crece en MRC-5 u otras lineas de
fibroblastos.

- El cultivo convencional tarda de 7 a 21 dias en
crecer. Produce un efecto citopatico caracteristico
con focos de células hinchadas en los que se
respeta la monocapa.

- Los cultivos en shell-vial tardan 24-48 h en crecer.
Se recomienda inocular dos viales por muestra, y
revelarlos a las 24 h (diagnéstico rapido) y a las 48 h
(diagnéstico de soporte), respectivamente.

Virus de Epstein-Barr y herpesvirus humanos 6, 7

y 8:

- Los métodos de cultivo no se recomiendan como
métodos diagndésticos para los trasplantados.

6. RESPONSABILIDADES

Las normas y contenidos de este documento deben ser

tenidas en cuenta por todos los miembros del Servicio

que realicen los procesos preanaliticos aqui descritos.

- El proceso de obtencion de la muestra es
responsabilidad del servicio solicitante, o del
laboratorio de microbiologia si se realiza en él la
toma de la muestra.

- El personal técnico y facultativo de Microbiologia
debera atender y aclarar las consultas que se le
hagan desde otros servicios en relacion con la
obtencién y transporte de las muestras para el
diagndstico de los herpesvirus.

- La supervisién de todo el proceso y del personal
técnico, asi como la asesoria clinica son
responsabilidad del facultativo a cargo del
laboratorio de Virologia.

Anexo 1. Muestras adecuadas para el diagnéstico de las infecciones por herpesvirus.

Virus® Situacién clinica” Muestras recomendadas®
VHS 1y 2 Herpes orofacial Ex de vesicula, faringeo, nasal
Herpes genital Ex de vesicula, endocervical, uretral, rectal
Herpes ocular Ex conjuntival, lagrimas
Panadizo herpético Ex de vesicula
Infeccion LCR, biopsia
del SNC
Infeccién diseminada Ex de vesicula, LCR, biopsias, LBA
vvZ Infeccion mucoepitelial Ex de vesicula, faringeo, LBA
Infeccion del SNC LCR
Cmv Pretrasplante Suero

Postrasplante
Sospecha de infeccién/enfermedad

Leucocitos, plasma, suero, orina
Leucocitos, plasma, biopsias, LCR

VHH 6y 7 Sospecha de infeccién/enfermedad

Leucocitos, plasma, biopsias, LCR, suero

VEB ELPT

Leucocitos, plasma, suero

VHH 8 Sarcoma de Kaposi

Leucocitos, plasma, biopsias

4VHS: virus herpes simple; VVZ: virus varicela-zoster; CMV: citomegalovirus; VEB: virus de Epstein-Barr; VHH:

herpesvirus humanos (6, 7 y 8).

PSNC: sistema nervioso central; ELPT: enfermedad linfoproliferativa postrasplante.
°Ex: exudado; LCR: liquido cefalorraquideo; LBA: lavado broncoalveolar.



