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laboratories and low positive predictive value, due to their

high sensitivity, leading to problems in the interpretation

of results. The present article reviews the usefulness of

molecular biology techniques in the diagnosis and clinical

management of infectious diseases caused by human

cytomegalovirus, Epstein-Barr virus, human herpes viruses

6 and 7, JC and BK viruses, Toxoplasma gondii and

Pneumocystis jiroveci in immunosuppressed patients.
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Opportunistic infections.

El laboratorio de microbiología clínica tiene un papel
determinante en el tratamiento clínico del paciente in-
munodeprimido mediante la detección de los diferentes
microorganismos causales, diagnóstico de elevada com-
plejidad, derivada de la propia inmunodepresión. En los
últimos años, los laboratorios de microbiología también
han implementado marcadores pronósticos, que permi-
ten establecer la evolución del paciente y el inicio del tra-
tamiento específico, y de eficacia terapéutica. Sin embar-
go, para que la actuación microbiológica tenga un impac-
to positivo en la evolución del paciente inmunodeprimido,
debe generar resultados idealmente en menos de 24-48 h
desde la recepción de las muestras. En este sentido, las
técnicas microbiológicas convencionales, en general, tan
sólo aportan detección de microorganismos y, en la ma-
yoría de las ocasiones, de forma tardía. Las técnicas de
biología molecular actuales están demostrando su capa-
cidad para generar la información microbiológica necesa-
ria en la clínica y en un breve período. Pero la propia sen-
sibilidad de estas técnicas dificulta en ocasiones su inter-
pretación, lo que no las hace en absoluto excluyentes de
otras metodologías utilizadas en microbiología clínica.

En el presente trabajo, se revisa la utilidad de las téc-
nicas de biología molecular para el diagnóstico y el se-
guimiento de la infección en el paciente inmunodeprimi-
do por citomegalovirus humano (CMVH), virus de Eps-
tein-Barr (VEB), virus del herpes simple 6 y 7 (VHH-6 y
VHH-7), virus BK (VBK, Polyomavirus hominis 1) y JC
(VJC, Polyomavirus hominis 2), Toxoplasma gondii y
Pneumocystis jirovecii.

Citomegalovirus

El CMVH continúa siendo uno de los microorganismos
patógenos más importantes en el trasplante. La enferme-

Las técnicas de biología molecular han representado un

importante avance en el diagnóstico microbiológico de las

enfermedades infecciosas, al ser capaces de detectar el

microorganismo causal con elevada sensibilidad y

establecer marcadores pronósticos y de eficacia

terapéutica, en un tiempo lo suficientemente breve para

que los resultados generados tengan un impacto

determinante en la evolución clínica del paciente

inmunodeprimido. Sin embargo, continúan teniendo

importantes limitaciones que deberán solucionarse en el

futuro, de tal forma que no son excluyentes de otras

metodologías utilizadas en microbiología: falta de

estandarización, variabilidad intraanálisis e interanálisis,

dificultad de comparar resultados entre diferentes

laboratorios y bajo valor predictivo positivo, debido a su

elevada sensibilidad, que dificultan la interpretación de los

resultados. En el presente trabajo, se revisa la utilidad de

las técnicas de biología molecular para el diagnóstico y el

seguimiento de la infección en el paciente

inmunodeprimido por citomegalovirus humano, virus de

Epstein-Barr, virus del herpes simple 6 y 7, virus JC y BK,

Toxoplasma gondii y Pneumocystis jirovecii.
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Infección oportunista.

Infections in immunosuppressed patients

Molecular biology techniques represent a major advance in

the microbiologic diagnosis of infectious diseases, since

these methods are able to detect etiological

microorganisms with high sensitivity. Moreover, these

procedures can also establish prognostic and therapeutic

efficacy markers with a sufficiently short turnaround time

for the results to have a real impact on the clinical

management of immunosuppressed patients. However,

these techniques still have substantial limitations that

should be solved in the near future: lack of

standardization, inter- and intra-assay variability, the

difficulty of comparing results among different
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dad suele producirse por reactivación de una infección la-
tente, aunque la gravedad de las primoinfecciones es ma-
yor, de ahí la necesidad del cribado serológico de donante
y receptor. Si bien la serología es importante para deter-
minar el estado serológico pretrasplante, su utilidad es
muy limitada en el diagnóstico de la infección aguda en los
pacientes inmunodeprimidos. El aislamiento en cultivo ce-
lular es también de poca ayuda, debido al importante re-
traso en la generación de resultados y su baja sensibilidad.

El CMVH se reactiva en ocasiones sin producir sínto-
mas, por lo que se ha establecido la distinción teórica en-
tre infección activa y enfermedad por CMVH. Esta distin-
ción es clave para la profilaxis, pero también condiciona el
diagnóstico. Implica la necesidad de disponer de pruebas
que cuantifiquen la carga viral del CMVH en sangre peri-
férica como un marcador de riesgo, donde la tendencia es
más útil que el análisis individualizado, ya que su cuanti-
ficación inicial y la cinética de incremento son factores in-
dependientes en el riesgo de desarrollar enfermedad por
CMVH. Así, la determinación de la carga viral es una he-
rramienta diagnóstica clave en el tratamiento clínico de la
enfermedad por CMVH. Para ello, debe utilizarse una téc-
nica sensible, cuantificable, rápida y reproducible.

Históricamente, la determinación de la antigenemia
pp65-CMVH ha sido la técnica utilizada de forma más
amplia para este propósito, y continúa siendo de gran uti-
lidad en centros con un número bajo de muestras. Sin
embargo, el incremento progresivo en el número de mues-
tras a analizar, la interpretación subjetiva que conlleva
una pobre estandarización y precisión, la necesidad de
procesar las muestras en menos de 6-8 h después de su
obtención, la dificultad de la interpretación en presencia
de leucopenia (< 1.000 leucocitos/µl) y la importante de-
dicación en personal, han llevado a la gran mayoría de los
laboratorios a utilizar ensayos de biología molecular, pro-
pios o comerciales, para determinar la carga viral de
CMVH. En los últimos años, se han desarrollado diversas
técnicas de amplificación genética cuantitativa del ácido
desoxirribonucleico (ADN)-CMVH, pero las publicaciones
más recientes con estas técnicas no consiguen mejorar los
resultados de la antigenemia1-3.

Los ensayos de cuantificación de la carga viral median-
te técnicas de amplificación de ADN-CMVH, tanto por
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) convencional,
como en tiempo real, han demostrado ser de gran utilidad
en el seguimiento de los pacientes cuando se utilizan pro-
tocolos de tratamiento preventivo, de diagnóstico de en-
fermedad y de seguimiento del tratamiento. Los estudios
basados en técnicas de biología molecular han utilizado
sangre total o plasma, sin que haya variabilidad signifi-
cativa en los resultados obtenidos. La determinación en
plasma es más simple y sus resultados se correlacionan
bien con los obtenidos en sangre total. 

Para los ensayos de cuantificación de ADN-CMVH no
hay un estándar de referencia externo ni programas de
control de calidad, por lo que es muy difícil determinar la
variabilidad intralaboratorio, lo que dificulta la compara-
ción de resultados, que tan sólo será posible cuando se dis-
ponga de un estándar con unidades internacionales, como
ya ocurre con los virus de las hepatitis. Pero además, pre-
sentan una significativa variabilidad intraanálisis que no
permite diferenciar entre valores de carga viral de 3-5 ve-
ces. Las nuevas técnicas de PCR en tiempo real han de-

mostrado tener una variabilidad menor intraanálisis e in-
teranálisis2. Otro aspecto importante es la falta de un va-
lor umbral concreto que permita predecir el desarrollo de
enfermedad y, por tanto, iniciar el tratamiento preventivo.
Hoy por hoy, este valor tiene que establecerlo cada centro
en función del riesgo del paciente y de la propia experien-
cia. Para la PCR cuantitativa, el valor umbral puede va-
riar entre 400 y 5.000 copias. Los estudios de historia na-
tural para determinar los valores de carga viral predicti-
vos de enfermedad son escasos y deberían establecerse
para cada tipo de ensayo y de trasplante. Sin embargo, el
riesgo de enfermedad no depende tan sólo del valor um-
bral, sino también de otros parámetros de la cinética viral,
como el incremento semanal de la carga viral, para los que
todavía no hay datos concluyentes.

Otra limitación importante en la determinación de la
viremia es su bajo valor predictivo negativo en la enfer-
medad localizada por CMVH, particularmente en el trac-
to gastrointestinal y en el pulmón. Adicionalmente, el va-
lor predictivo positivo de las técnicas moleculares para el
diagnóstico de enfermedad localizada en biopsias de teji-
do o lavado broncoalveolar (LBA)4 también es bajo, por lo
que debe utilizarse el aislamiento en cultivo o el análisis
histopatológico del tejido mediante técnicas inmunohisto-
químicas o de hibridación in situ, para identificar las cé-
lulas infectadas.

La resistencia de CMVH a los fármacos antivirales es
un problema emergente en el trasplante5. Es posible rea-
lizar la secuenciación de UL97, gen causante de la resis-
tencia a ganciclovir, directamente a partir de las mues-
tras biológicas del paciente y obtener resultados en 24-48
h, sin que se hayan observado diferencias con los resulta-
dos de secuenciación a partir de aislados clínicos6. Proba-
blemente, se obtendrán resultados similares en la secuen-
ciación de UK54, gen de la ADN polimerasa, que contiene
las mutaciones de resistencia a cidofovir y foscarnet.

Virus de Epstein-Barr

Más del 90% de la población adulta ha sido infectada
por el VEB y ha desarrollado anticuerpos. El VEB se
transmite fundamentalmente mediante el contacto con
las secreciones bucales, pero también hay referencias de
trasmisión por trasfusiones de sangre y trasplante de ór-
ganos. Después de la infección primaria, el VEB perma-
nece en los linfocitos B de forma latente. En el control de
la infección por el VEB, es más importante la inmunidad
celular que la humoral; así, si la inmunidad de las célu-
las T está afectada, como ocurre en los pacientes tras-
plantados, los linfocitos B infectados por el VEB comien-
zan a proliferar, y pueden derivar en una enfermedad lin-
foproliferativa postrasplante (ELPPT), que en general
tiene mal pronóstico. Aunque la infección por VEB en pa-
cientes trasplantados puede aparecer como una infección
primaria, lo más frecuente son las reactivaciones. La ma-
yor incidencia de ELPPT aparece entre el primer y el
quinto mes postrasplante, con un pico máximo en el ter-
cer mes. Como factores implicados en el desarrollo de la
ELPPT se han descrito: el tipo de órgano trasplantado; el
tipo, la duración y la intensidad de la inmunodepresión;
la edad del receptor y la seronegatividad frente al VEB
previa al trasplante; el tratamiento con sueros antilinfo-

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2008;26 Supl 9:58-65 59

Marcos MA et al. Infecciones en el paciente inmunodeprimido



citarios monoclonales o policlonales, tanto en la induc-
ción, como en el tratamiento del rechazo agudo, y el mis-
match para citomegalovirus entre donante y receptor. A
pesar de haber diferentes tratamientos, la mortalidad es
muy alta, por lo que el diagnóstico temprano es funda-
mental en la prevención de la ELPPT7.

Desde el punto de vista microbiológico, el diagnóstico
de la infección por VEB se basa fundamentalmente en las
pruebas serológicas y en métodos directos moleculares,
principalmente mediante PCR. Las técnicas serológicas
tienen una utilidad diagnóstica discreta en pacientes
trasplantados, ya que estos pacientes presentan una res-
puesta serológica deficiente. Únicamente tendría interés,
antes del trasplante, sobre todo en el caso del trasplante
hematológico, conocer el estado serológico tanto del do-
nante, como del receptor, ya que el trasplante de un do-
nador seropositivo a un receptor seronegativo es un ries-
go para desarrollar ELPPT posteriormente. 

Se ha evaluado una gran variedad de procedimientos
de PCR para detectar y cuantificar el VEB en muestras
clínicas. El mayor inconveniente de estas técnicas es su
falta de estandarización. Los datos publicados difieren en
el tipo de muestra, el método elegido, la sensibilidad, e
incluso en el número de copias utilizado como valor um-
bral para empezar con un tratamiento anticipado. Res-
pecto al tipo de muestra, tanto el plasma como la sangre
total o las células mononucleadas de sangre periférica
son muestras adecuadas para detectar VEB. La sangre
total y las células mononucleadas de sangre periférica
presentan una sensibilidad similar y hay una buena co-
rrelación entre ellas en los valores de carga viral8. El
plasma tiene una especificidad mayor que la sangre y las
células mononucleadas para el diagnóstico de ELPPT, ya
que no detecta infección latente. Sin embargo, es menos
sensible; así, un incremento en el número de copias apa-
rece de forma más temprana en sangre total que en plas-
ma, y no todos los pacientes con reactivación tienen re-
sultados positivos en plasma. No obstante, el plasma es
una muestra útil en el seguimiento del tratamiento9.

La técnica de PCR puede ser cualitativa y cuantitativa.
La PCR cualitativa tiene una utilidad bastante limitada,
ya que sólo es un método de detección y, cuando se aplica
a sangre total, es incapaz de distinguir entre infección ac-
tiva y latente. Respecto a la PCR cuantitativa, hay varias
modalidades: semicuantitativa10, cuantitativa competiti-
va11 o en tiempo real12. La PCR cuantitativa, a diferencia
de la cualitativa, permite el seguimiento de la carga viral
postrasplante, el seguimiento de la eficacia del trata-
miento9, y puede ser de ayuda en el diagnóstico diferen-
cial de ELPPT y rechazo agudo, que tienen un trata-
miento terapéutico opuesto (disminución frente a incre-
mento de la inmunodepresión)13. En los últimos años,
fundamentalmente en el campo del diagnóstico de la in-
fección en el paciente trasplantado, la PCR en tiempo real
está reemplazando a los otros tipos de PCR. La principal
ventaja de la PCR en tiempo real es su rapidez, ya que los
procesos de amplificación y detección se realizan simul-
táneamente, aproximadamente en 1 h. Otra ventaja muy
importante es que, al utilizar sistemas cerrados, el riesgo
de contaminación disminuye de forma muy importante.
Además, los sistemas en tiempo real permiten cuantificar
la cantidad de ADN viral en la muestra de una manera
más sencilla, precisa y en un rango mucho mayor que en

los métodos convencionales. Aunque hay un incremento
significativo en la carga viral del VEB en el momento del
diagnóstico de ELPPT9, no hay un nivel umbral de ADN
viral que pueda predecir la ELPTT9,12.

En conclusión, la reactivación del VEB es un hecho fre-
cuente en pacientes trasplantados, especialmente hema-
tológicos. El seguimiento seriado de la carga viral en los
pacientes con más riesgo es fundamental para predecir la
ELPTT, lo que permite aplicar cuanto antes un trata-
miento preventivo y disminuir la incidencia de la enfer-
medad linfoproliferativa.

Virus del herpes humano 6 y 7

Se consideran virus de distribución universal, que cau-
san infecciones frecuentes en la infancia, se mantienen
en estado de latencia y son capaces de reactivarse en si-
tuaciones de inmunodepresión, como ocurre después de
un trasplante. El modo de transmisión es fundamental-
mente a través de la saliva. Tras la infección primaria, el
genoma viral persiste de forma latente en los linfocitos,
en las células mononucleadas de sangre periférica, en las
células epiteliales de las glándulas salivares y en otros
muchos tejidos y órganos. En España, la seroprevalencia
en la población adulta es alta, alrededor del 90% para el
VHH-6 y del 70% para el VHH-7. La incidencia de la in-
fección por VHH-6 y VHH-7 en pacientes trasplantados
tiene una enorme variabilidad, dependiendo fundamen-
talmente del tipo de trasplante y de la metodología y
muestras utilizadas para su diagnóstico14-16. Las infeccio-
nes ocurren típicamente de forma temprana, dentro de
las primeras 4 semanas postrasplante, antes que la in-
fección por citomegalovirus. En la mayoría de los casos,
las infecciones se deben a la reactivación del virus, aun-
que también se han descrito casos de primoinfección de-
bidos a la transmisión del virus a partir de transfusiones
sanguíneas o del órgano del donante15. La asociación en-
tre infección activa y sintomatología clínica no está bien
establecida. Probablemente, la mayoría de las infecciones
cursa de forma asintomática, aunque puede aparecer fie-
bre, exantema cutáneo, neumonía intersticial, hepatitis,
encefalitis y citopenias por supresión medular. Además
de estos efectos directos, estos virus pueden dar lugar a
efectos indirectos, como resultado de la activación de fe-
nómenos inmunológicos o de otros herpesvirus, como
CMVH, e incluyen fundamentalmente una frecuencia
mayor de enfermedad por CMVH, aumento de las infec-
ciones oportunistas, el rechazo y la disfunción del injerto. 

El diagnóstico de la infección por VHH-6 y VHH-7 pue-
de realizarse de forma directa mediante el aislamiento
del virus, la detección de antígeno en sangre y la detec-
ción de ADN viral, o bien de forma indirecta mediante la
demostración de anticuerpos específicos. La utilización
de medios de cultivo para obtener el crecimiento del virus
es un método poco utilizado, debido a la lentitud en obte-
ner un resultado y a la laboriosidad de la técnica. La de-
terminación de antigenemia en leucocitos de sangre peri-
férica, aunque es una técnica rápida, tiene utilidad limi-
tada debido a la difícil estandarización e interpretación
de los resultados; además, en el paciente inmunodepri-
mido, el número de leucocitos puede estar disminuido, y,
por tanto, también la sensibilidad de la prueba. Respecto
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a la serología, su utilidad prácticamente queda restringi-
da al conocimiento de la seroprevalencia pretrasplante,
ya que presenta una serie de inconvenientes: no diferen-
cia la reinfección o reactivación de la infección latente, en
la mayoría de las veces en el paciente inmunodeprimido
no hay respuesta inmunológica detectable, y puede pro-
ducirse reactividad cruzada en la respuesta de anticuer-
pos frente a antígenos comunes del VHH-6 y VHH-7.

Por todo lo comentado anteriormente, las técnicas de
detección de ADN mediante PCR son las ideales para el
estudio de la infección por VHH-6 y VHH-7 en pacientes
trasplantados. Entre sus ventajas, se encuentra la rapi-
dez del diagnóstico, el empleo de muestras no invasivas,
su elevada sensibilidad y la posibilidad de controlar la
carga viral. Debido a que estos virus permanecen laten-
tes en una proporción elevada de la población, es impres-
cindible que estas técnicas diferencien entre infección la-
tente y activa. La detección de ADN en orina o saliva pue-
de reflejar infección latente y, por tanto, sobreestimar la
incidencia de infección activa. La detección de ADN viral
en muestras acelulares, como el plasma y el líquido cefa-
lorraquídeo (LCR), indica que hay infección activa17. Así,
la presencia de ADN viral en LCR se ha asociado a ence-
falitis en ausencia de otra etiología18. El significado de la
detección de ADN viral en el LBA en los pacientes inmu-
nodeprimidos con neumonía intersticial no está claro19.
Cuando se detecta virus en sangre total o células mono-
nucleares en sangre periférica hay que ser muy cautelo-
so en la interpretación de los resultados, ya que se puede
detectar infección latente. Por tanto, estas muestras no
serán útiles a menos que se utilice una PCR cuantitativa. 

Hay una gran variedad de procedimientos de PCR. La
PCR cualitativa en cualquiera de sus modalidades, técni-
cas anidadas con detección en gel de agarosa, hibridación
con sonda e incluso la novedosa técnica de los microa-
rrays20, sólo permite la detección de uno o más virus. Sin
embargo, en el paciente trasplantado es imprescindible
realizar un seguimiento seriado de la carga viral para co-
nocer el verdadero significado de esta detección. En los
últimos años, el desarrollo de técnicas de detección cuan-
titativa por PCR en tiempo real, a partir de diversas tec-
nologías (LightCycler, Taqman)21, ha permitido mejorar
realmente el tratamiento del paciente trasplantado. El
estudio de la carga viral permite realizar el seguimiento
de los valores de ADN, para predecir la evolución de la in-
fección y la respuesta al tratamiento. En la actualidad, se
dispone de PCR múltiples que, de manera cualitativa o
cuantitativa, pueden detectar simultáneamente varios
virus, como por ejemplo VHH-6 y VHH-7; las 2 variantes
de VHH-6; VHH-6, VHH-7, VHH-8, y CMVH22. La detec-
ción de varios virus de manera simultánea es de gran in-
terés en el postrasplante, ya que se han descrito interac-
ciones entre miembros de la subfamilia Betaherpesviri-
nae23. Sin embargo, es necesario realizar más estudios
que permitan crear guías y recomendaciones que ayuden
a los microbiólogos a estandarizar las técnicas y al clíni-
co a utilizar de forma correcta los resultados obtenidos.

Virus BK y JC

Los VBK y VJC infectan naturalmente a los humanos
de forma muy prevalente en la población mundial (35-

85%). La infección por ambos virus suele producirse de
forma subclínica en la primera infancia y persiste de por
vida de forma asintomática. La actividad viral aumenta
en gran medida en situaciones de inmunodepresión, y lle-
gan a causar enfermedades renales (VBK) y del sistema
nervioso central (SNC) por VJC. Otros Polyomavirus (PV)
que pueden infectar a humanos son los virus KI y WU, re-
cientemente descritos en infecciones respiratorias, y el vi-
rus de simios SV40. A los 5-8 años de edad, el 70% de la
población ha seroconvertido para los virus JC y BK. La in-
fección primaria es asintomática o leve, aunque se han
descrito casos aislados graves. La latencia se realiza en
células epiteliales del endotelio urinario y renal (VBK y
VJC) con excreción esporádica de virus por orina (5-15%
para el VBK, y 5-40% para el VJC en inmunocompeten-
tes)24. El VJC puede persistir además en linfocitos B de
médula ósea, desde donde puede diseminarse al SNC.

El VBK causa nefropatía asociada a poliomavirus (NPV)
en receptores de trasplante renal, raramente en recepto-
res de otros órganos. La NPV puede conducir a disfunción
e incluso a pérdida del injerto (de 10 a > 80%)25,26 y, por
otra parte, puede ser difícil de distinguir del rechazo. En
un subgrupo de pacientes con NPV, se ha observado coin-
fección por VBK y VJC y, en raras ocasiones, coinfección
por VBK y SV40; en ambos casos, el papel etiológico del
virus coinfectante resta por definir. También se ha des-
crito para VJC en solitario (< 3%), aunque con menor vi-
rulencia, ya que en ninguno de estos pacientes se perdió
el injerto27. La NPV es más frecuente durante el primer
año postrasplante. El VBK puede causar además hema-
turia asintomática, cistitis hemorrágica (CH) y estenosis
ureteral en pacientes trasplantados de médula ósea y de
órgano sólido. El VJC es el agente causal de la leucoence-
falopatía multifocal progresiva (LMP), una enfermedad
grave, bastante rara antes de la pandemia del virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). El 80% de los
casos se observa en pacientes seropositivos para VIH-1
con deterioro de su inmunidad celular; el resto son pa-
cientes con enfermedades linfoproliferativas y receptores
de trasplante con intenso tratamiento inmunodepresor.

En el diagnóstico de NPV por VBK, dado que la infec-
ción activa con replicación viral es el único factor común
en los trasplantados renales con NPV y que precede a la
enfermedad, se ha postulado el cribado periódico de los
pacientes mediante diversas pruebas de laboratorio para
el diagnóstico temprano que permita la intervención clí-
nica con el fin de conseguir una menor pérdida de injer-
tos25,26. Las pruebas de cribado son negativas en el 60-
80% de los pacientes trasplantados renales25, siendo su
valor predictivo negativo > 99%, por lo que una prueba
negativa prácticamente excluye la enfermedad. Las téc-
nicas de cribado que han demostrado una precocidad y
utilidad clínica mayores son la citología urinaria y las
pruebas de detección de ácidos nucleicos en orina o en
plasma, aunque también se puede demostrar la actividad
viral por cultivo o microscopia electrónica. La viruria pre-
cede a la viremia en una media de 4 semanas y en una
media de 12 semanas a la NPV25. Una prueba de cribado
positiva debe repetirse a las 2-4 semanas y, si persiste,
ha de confirmarse por PCR en plasma y/o examen de
biopsia renal. El cultivo celular convencional es poco
práctico, dado que el crecimiento del VBK es lento y su
efecto citopático poco prominente26; la centrifugación-cul-
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tivo (shell-vial), aunque más rápida, tampoco se ha utili-
zado en la práctica. La microscopia electrónica de orina,
aunque específica de PV, es poco factible en la mayoría de
los laboratorios de microbiología clínica y no permite la
cuantificación. La citología urinaria requiere procesar la
muestra antes que degenere la morfología celular. Las
extensiones se observan en contraste de fases o con tin-
ción de Papanicolaou para detectar las células del epite-
lio transicional infectadas, con el núcleo agrandado e in-
clusiones intranucleares basofílicas (decoy cells), cuya
sensibilidad es del 100%, con valor predictivo negativo
del 100% y positivo del 30%. La citología no permite dife-
renciar entre los distintos PV y existe la potencial confu-
sión con adenovirus, CMVH o células malignas; puede
realizarse de forma semicuantitativa: un punto de corte
de > 10 decoy cells/preparación en presencia de células in-
flamatorias aumentaría la especificidad25,26.

La orina destinada a realizar las pruebas de amplifica-
ción genética puede utilizarse sin ningún procesamiento
previo. No obstante, es preciso tener en cuenta que la
cuantificación puede variar por fluctuaciones en la con-
centración de la orina, o también si se utiliza la orina
simplemente resuspendida, el sobrenadante de orina cen-
trifugada, o el sedimento urinario; no hay un consenso al
respecto, aunque es obvio que cada laboratorio debe es-
tandarizar el procesamiento de la muestra. Siempre que
se trabaje con métodos moleculares deberá conservarse la
muestra congelada, en especial si se va a realizar cuanti-
ficación de ácido ribonucleico mensajero (ARNm). La ex-
creción urinaria de VBK, aunque poco común en inmuno-
competentes, es muy frecuente en trasplantados (10-45%
en los de riñón y > 50% en los de médula ósea)26. La ma-
yoría de los estudios utilizan la PCR para amplificar el
ADN genómico del VBK en orina, ya sea de forma cuali-
tativa o cuantitativa. Por su elevada sensibilidad, las
pruebas cualitativas, sobre todo si se utiliza PCR anida-
da, obligan a realizar pruebas de confirmación en muchas
ocasiones, para lo que se ha propuesto que se realicen de
forma semicuantitativa, usando como umbral la dilución
106 de la orina con un técnica de PCR cuya sensibilidad
esté en 1-10 copias/ml.

La PCR cuantitativa realizada mediante PCR en tiem-
po real correlaciona con la NPV, y valores mantenidos
por encima de 107 copias/ml orina durante más de 3 se-
manas se asocian a NPV25,26. La cuantificación de ARNm
de VP1 (gen tardío) es sólo posible si hay células infecta-
das de forma activa, siendo el umbral propuesto en orina
para correlación con NPV de ≥ 6,5 × 105 copias ARNm/ng
de ARN total25,26. La viremia detectada por PCR correla-
ciona mejor con la NPV, aunque es menos temprana que
la viruria. Valores mantenidos por encima de 104 co-
pias/ml plasma durante más de 3 semanas se asocian a
NPV con una sensibilidad cercana al 100% y una especi-
ficidad del 90%, aproximadamente, siendo los valores
predictivos negativo y positivo del 100 y el 50%, respecti-
vamente. 

Se han descrito raros casos de NPV con viremia negati-
va, pero viruria positiva, posiblemente debidos al uso de
una técnica de PCR ineficiente o al uso de cebadores ina-
decuados para la cepa viral. En otros casos, persiste un ni-
vel de viremia bajo con biopsia negativa para NPV. En es-
tas ocasiones sería recomendable controlar de cerca los va-
lores de viremia y, si se cree conveniente, repetir la biopsia.

Plasma (EDTA) o suero pueden utilizarse para determinar
la viremia. No obstante, es recomendable utilizar siempre
el mismo tipo de muestra para el seguimiento de los pa-
cientes. Para las técnicas de PCR, tanto en sangre como en
orina, es preciso descartar la presencia de inhibidores me-
diante el uso de controles internos o por amplificación de
un gen humano en el mismo extracto de la muestra. Es ne-
cesario desarrollar estándares internacionales para esta-
blecer la reproducibilidad y la validez de los resultados. Un
panel internacional de expertos25 ha recomendado el criba-
do de todos los trasplantados renales cada 3 meses duran-
te los primeros 2 años postrasplante y anualmente hasta el
5.º año. Además, siempre que se observe disfunción del in-
jerto con elevación de los valores de creatinina y siempre
que se realice biopsia del injerto por cualquier motivo de-
berían realizarse pruebas de cribado para VBK25,26. El cos-
te-beneficio de esta estrategia debe valorarse en cada cen-
tro, dependiendo de la prevalencia de NPV observada.

El examen histológico e inmunohistoquímico de la biop-
sia renal sigue siendo necesario para el diagnóstico defi-
nitivo de NPV25,26. El diagnóstico diferencial debe hacer-
se con el rechazo, cuyo tratamiento es la administración
de inmunodepresores. Por el contrario, la NPV se trata
con la reducción de éstos combinada con la vigilancia ac-
tiva frente al rechazo. Los cambios citopáticos causados
por el virus son los que permiten la diferenciación con el
rechazo, aunque rechazo y NPV se pueden presentar de
forma concomitante. Por otra parte, la NPV puede ser fo-
cal, por lo que se postula el examen de 2 cores. De todas
formas, un resultado negativo en la biopsia no excluye to-
talmente la NPV, y no se descarta la repetición de ésta si
persisten valores de ADN por encima del umbral. Duran-
te la reducción del tratamiento inmunodepresor debe
controlarse el ADN de PV en plasma y orina cada 2-4 se-
manas (disminución > 2 log10 en 8-12 semanas)25. A pesar
del cribado activo, algunos pacientes pueden perder el in-
jerto a causa de NPV. El retrasplante es posible, pero la
recurrencia de NPV es más elevada (15%). Por este moti-
vo es recomendable esperar a la negativización de la re-
plicación viral antes del retrasplante25.

Respecto a la CH por VBK, un 77-90% de los pacientes
adultos trasplantados de médula ósea excretan VBK en
orina, en muchos casos sin CH28; en niños alrededor del
60%. La CH con > 7 días de duración que se inicia en las
2-12 semanas postrasplante se ha asociado con viruria
por VBK26. Otras causas de CH son la toxicidad a fárma-
cos (radioterapia, quimioterapia) o infecciones virales
(adenovirus o CMVH). La cuantificación en orina del
VBK muestra correlación con la CH aunque no se han po-
dido establecer unos valores umbral, porque las variacio-
nes individuales son muy pronunciadas. De todas formas,
los pacientes con CH tienen unos valores máximos de vi-
ruria superiores (media 6 × 1012 copias/ml) que los pa-
cientes sin CH (5,7 × 107 copias/ml), por lo que se ha pro-
puesto un umbral de 1010 copias/ml, aunque no todos los
pacientes que superan este umbral desarrollan CH. La
viremia también se ha correlacionado con CH, siendo el
umbral propuesto 104 copias/ml de plasma para riesgo de
presentar CH por VBK28.

El diagnóstico de LMP por VJC es inicialmente clínico
y radiológico (resonancia magnética o tomografía compu-
tarizada). La confirmación de laboratorio puede hacerse
por el examen histopatológico de biopsia de las lesiones o,
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de forma menos invasiva, por la detección del ADN de
VJC en LCR. El LCR obtenido por punción lumbar en los
pacientes con sospecha de LMP deberá conservarse con-
gelado en alícuotas hasta el momento de su procesamien-
to. La PCR cualitativa o cuantitativa son los métodos
más utilizados. En el caso del LCR, la cuantificación es
de una importancia relativa, siendo más necesario obte-
ner la máxima sensibilidad de la prueba. Por otra parte,
en los pocos casos de NPV atribuidos en exclusiva al VJC,
la cuantificación de la carga viral puede ser de importan-
cia, dada la mayor frecuencia de excreción de VJC en pa-
cientes inmunocompetentes. Los umbrales propuestos son
similares a los del VBK: 107 copias/ml en orina y 104 co-
pias/ml en plasma27.

Toxoplasma gondii

La toxoplasmosis es una infección endémica, de distri-
bución mundial, causada por T. gondii, protozoo intrace-
lular obligado del orden Coccidia, phylum Apicomplexa.
La infección en el hombre se adquiere por vía oral (inges-
tión de agua o alimentos contaminados con ooquistes, o
de carne poco cocinada que contenga quistes titulares),
por vía transplacentaria, siendo también posible la trans-
misión a través de órganos de donantes seropositivos a
receptores seronegativos. En los pacientes inmunodepri-
midos, como aquellos con sida, trasplantados y pacientes
con inmunodepresión por neoplasia, la enfermedad es
consecuencia de la reactivación de una infección latente.
La toxoplamosis en estos pacientes evoluciona muy rápi-
damente y tiene morbimortalidad elevada29.

Hasta la aparición de las técnicas de biología molecular,
el diagnóstico etiológico de la toxoplasmosis se ha realiza-
do, casi exclusivamente, mediante serología. Sin embargo,
si el paciente presenta una afectación inmunológica, la se-
rología puede fallar o dar resultados equívocos. El prin-
cipal problema de la PCR en el diagnóstico de la toxo-
plasmosis es la falta de protocolos estandarizados. Se han
empleado varios tipos de PCR29-33: la PCR convencional
(nested y seminested PCR), PCR en tiempo real y PCR se-
guida de oligocromatografía. Asimismo, se han usado va-
rios genes30 de T. gondii como diana de amplificación. El
más empleado es el gen B1, con 35 copias en el genoma, y
otros son: el gen P30, gen unicopia que codifica el antíge-
no mayor de superficie; el gen ARNr que codifica la sub-
unidad pequeña del ARN ribosómico, con 110 copias en el
genoma; el fragmento de 529 pb con 300 copias por geno-
ma; los genes unicopia alfatubulina y betatubulina, y un
fragmento repetitivo de ADN, no codificante, el TGR1E.
Respecto al tipo de muestra utilizada en pacientes inmu-
nodeprimidos, se ha demostrado la utilidad del LCR, LBA,
humor vítreo y acuoso, líquido pleural y peritoneal, aspi-
rado de médula ósea, sangre periférica y tejidos afectados.

La encefalitis por Toxoplasma31 es la infección oportu-
nista del SNC más frecuente en pacientes inmunodepri-
midos, y la enfermedad es diagnóstica de sida en el 6,4%
de los casos nuevos en España. Hasta la aparición de la
PCR, la biopsia cerebral era la muestra en la que se efec-
tuaba el diagnóstico de confirmación. En la actualidad, se
confirma el diagnóstico mediante PCR en sangre o LCR,
lo que evita la morbimortalidad intraoperatoria de la to-
ma de biopsia. La sensibilidad de la PCR en sangre varía

entre el 16 y el 86%, según el tipo de ensayo utilizado. En
LCR, la sensibilidad también es muy variable, entre el 17
y el 100%. Para ambas muestras, la sensibilidad de las
técnicas disminuye drásticamente si el paciente ha reci-
bido previamente tratamiento antitoxoplasma. Sin em-
bargo, la quimioprofilaxis no parece afectar a los resulta-
dos. La especificidad en todos los estudios es del 100%. A
pesar de la sensibilidad variable, la especificidad elevada
y el valor predictivo positivo elevado, hacen de la PCR
una técnica muy útil en el diagnóstico de las lesiones ce-
rebrales focales en pacientes inmunodeprimidos cuando
hay sospecha clínica y radiológica. 

La forma de toxoplasmosis extracerebral más frecuen-
te en pacientes inmunodeprimidos es la pulmonar. La de-
tección de T. gondii en LBA, en los casos pulmonares,
mediante PCR, tiene una sensibilidad y especificidad del
100%, independientemente de la técnica utilizada, mien-
tras que en sangre la sensibilidad disminuye al 75%. En
el diagnóstico de la forma diseminada, la PCR en sangre
tiene una sensibilidad y una especificidad del 100%30. En
la toxoplasmosis ocular, la detección de ADN del parási-
to en el humor acuoso es menos sensible que la detección
local de anticuerpos, y la PCR tiene una sensibilidad en-
tre el 18 y el 37%. Sin embargo, cuando el diagnóstico se
realiza en humor vítreo, la sensibilidad es del 100%31.

Por tanto, podemos concluir que, a pesar de la falta de
estandarización de los métodos de diagnóstico molecular
de toxoplasmosis, deben considerarse para complementar
o confirmar el diagnóstico clínico, radiológico y serológico
en los pacientes inmunodeprimidos, además de ser útiles
en el seguimiento de la evolución del paciente con toxo-
plasmosis, o con riesgo de presentarla. 

Pneumocystis jirovecii

La neumonía por Pneumocystis jirovecii, antes P. carinii
(PcP), sigue siendo una importante causa de morbimortali-
dad en los pacientes infectados por el VIH y en inmunode-
primidos por otras causas, a pesar del descenso observado
tras la introducción de la profilaxis frente a Pneumocystis,
y el tratamiento antirretroviral combinado (c-ART)34. En
los últimos 15 años, el uso de las técnicas moleculares ha
aportado una información valiosa sobre la genética de
Pneumocystis, lo que facilita la comprensión de la biología
del organismo y la epidemiología de la infección en huma-
nos. El impacto de los estudios moleculares ha tenido una
importancia especial en el conocimiento de su taxonomía,
hoy reclasificado como un hongo, así como en el del reser-
vorio de la enfermedad y la fuente de la infección, y se ha
determinado que el hombre es el reservorio de P. jirovecii,
que la transmisión es persona a persona, a través de aero-
soles, y que presumiblemente es colonizado transitoria-
mente a lo largo de la vida34.

En la actualidad, el diagnóstico en LBA mediante la tin-
ción de plata-metenamina de Gomori, se considera la téc-
nica de referencia. Sin embargo, los métodos moleculares
han revolucionado el diagnóstico. La PCR es una técnica
muy sensible, y permite la detección de P. jirovecii inclu-
so cuando se encuentra en número tan bajo que la tinción
es incapaz de demostrar. Puede también determinar su
presencia en pacientes sin manifestaciones clínicas, defi-
niendo el estado de portador o colonizado asintomático.

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2008;26 Supl 9:58-65 63

Marcos MA et al. Infecciones en el paciente inmunodeprimido



Asimismo, permite utilizar muestras no invasivas para de-
tectar P. jirovecii, como los enjuagues orales o el esputo
simple, lo que evita realizar técnicas agresivas para el
paciente.

Aproximadamente, se han estudiado34 unos 15 genes
de Pneumocystis con diferentes objetivos, incluidos el
diagnóstico, el estudio de los patrones de transmisión, la
gravedad de la infección, y el fracaso del tratamiento y de
la profilaxis. El primer gen que se identificó y evaluó pa-
ra uso diagnóstico fue el que codifica la subunidad del
ARN ribosómico grande (mtLSU rARN). Otro de los ge-
nes mitocondriales estudiados es el que codifica la sub-
unidad pequeña del ARN ribosómico (mtSSU rARN). El
tercero estudiado es el gen del citocromo b mitocondrial.
Respecto a los genes nucleares, ITS1 e ITS2 (espaciador
interno de transcripción 1 y 2 del ARN ribosómico) son
los más utilizados. Entre los genes que codifican dianas
específicas de fármacos, 2 se han estudiado en los últimos
años, por su implicación con la resistencia emergente a
los fármacos anti-Pneumocystis: el gen de la dihidrofola-
to reductasa (DHFR) y el de la dihidropteroato sintetasa
(DHPS). Ambos genes codifican enzimas clave en el me-
tabolismo del ácido fólico. La combinación de trimetoprim
(TMP) y sulfametoxazol (SMX), cotrimoxazol, es de elec-
ción en el tratamiento y profilaxis de la PcP, aunque pa-
rece que tan sólo el SMX tiene actividad anti-Pneu-
mocystis. La DHFR es el sitio activo del TMP y la DHPS,
del SMX. El uso prolongado del TMP-SMX, tanto para
profilaxis como para tratamiento, ha ejercido una gran
presión en la DHPS, y ha determinado la aparición de
mutaciones en este gen, que se han asociado a resistencia
a las sulfamidas35. Por último, la glucoproteína mayor de
superficie (MSG) es la principal proteína antigénica de la
superficie de la membrana de todas las especies de Pneu-
mocystis. Desempeña un papel importante en la adhe-
rencia del organismo a las células del epitelio alveolar.
La MSG está codificada por una familia de genes multi-
copia. Con el cambio de expresión de MSG, el organismo
cambia los antígenos de superficie, y escapa de la res-
puesta inmunitaria del huésped. Hay estudios prelimina-
res del multilocus de la MSG que se han utilizado para
discernir entre el cuadro clínico de PcP y el estado de por-
tador de Pneumocystis34.

Se han utilizado diferentes técnicas de PCR, PCR con-
vencional, nested-PCR y PCR en tiempo real, en el diag-
nóstico de PcP, en LBA, esputo inducido y enjuagues ora-
les. Los valores de sensibilidad oscilan entre el 84 y el
100%, y los de especificidad, entre el 58 y el 100% para
LBA, según la técnica utilizada36. En la actualidad, se
han publicado diversos trabajos37,38 en los que se han
comparado la sensibilidad y la especificidad de los enjua-
gues orales, frente al LBA, para el diagnóstico de la PcP
mediante PCR convencional, presentando unos valores
del 90 y el 95% para los enjuagues orales, y el 100 y el
90% para LBA, respectivamente. Dada la rentabilidad de
los enjuagues orales en el diagnóstico de la PcP median-
te PCR convencional, podría utilizarse esta muestra no
invasiva en el diagnóstico sistemático con PCR en tiempo
real. Hasta el momento, sólo se ha publicado un estudio38

que ha usado los enjuagues orales en el diagnóstico de la
PcP mediante PCR en tiempo real. Los valores de sensi-
bilidad y especificidad fueron del 88 y el 85%, respectiva-
mente.
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