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RESUMEN
Palabras clave:
Citomegalovirus humano La introduccién de los antivirales y los avances diagnésticos han atenuado sustancialmente los efectos ne-
Diagnéstico de laboratorio gativos de la infeccién por el citomegalovirus humano (CMV), aunque continda siendo una de las principa-
Monitorizacién de la infeccién les causas de morbilidad y mortalidad de origen infeccioso en los trasplantados de 6rgano sélido. La moni-
Carga viral torizacién virol6gica ocupa un papel central. Hay muchas técnicas diagnésticas, pero no todas son aplicables
A““ge“?mia al trasplante, ni todas se adaptan igualmente a las distintas situaciones clinicas. La eleccién de una u otra
ADNemia dependera del objetivo que se persigue, de las caracteristicas técnicas de la prueba y de las posibilidades
del laboratorio. Las pruebas seroldgicas son fundamentales durante la evaluaciéon pretrasplante de donante
y receptor, siendo recomendable utilizar pruebas que detecten anticuerpos IgG. Una vez producido el tras-
plante, el protagonismo recae sobre los métodos de determinacion de carga viral aplicados con fines diag-
noésticos, prondsticos (como guia del tratamiento anticipado), para la monitorizacién del tratamiento anti-
viral y como primera alerta de seleccion de mutantes resistentes. Aunque la prueba de antigenemia pp65
sigue siendo Gtil como medida de la carga viral, la mayor parte de laboratorios estan adoptando los nuevos
métodos de amplificacién real time por sus ventajas técnicas. A pesar de los avances en la estandarizaciéon
metodoldgica, no disponemos de valores de referencia con validez universal, y cada centro debera obtener-
los a partir de su propia experiencia.
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ABSTRACT
Keywords:
Human cytomegalovirus The availability of antiviral drugs for cytomegalovirus (CMV) in clinical practice, along with advances in
Laboratory diagnosis methods of laboratory diagnosis, has substantially alleviated the negative effects of CMV infection in solid
Infection monitoring organ transplant recipients. Nevertheless, CMV continues to be a significant cause of morbidity and
Viral load mortality in these patients. Virological monitoring plays a crucial role in controlling these negative
g;t/i\gengmia consequences. Several diagnostic techniques are now available but not all are applicable in the transplant
emia

setting, nor are they all suitable for different clinical situations. Selection of a particular method depends
on the clinical objective, the technical profile of the test and the possibilities of the laboratory. Serological
tests are useful during pretransplant evaluation of both donor and candidates, the most suitable for this
purpose being those that detect IgG antibodies. After transplantation, methods for determining CMV viral
load are the cornerstone of diagnosis, prognosis (e.g., as a guide for preemptive therapy), and antiviral
treatment monitoring, as well as a first alert on the emergence of drug resistant mutants. The pp65
antigenemia test remains useful as a measure of CMV viral load, but molecular assays are progressively
replacing antigenemia in most laboratories because of technical issues. Despite advances in methodological
standardization, no reference breakpoint values for viral load interpretation are available, and each center
should obtain these values based on their own experience.
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Objetivos de la monitorizacion viroldgica

La infeccion por el citomegalovirus humano (CMV) contintia sien-
do una de las principales causas de morbilidad y mortalidad de ori-
gen infeccioso en los trasplantados de 6rgano sélido (TOS). La expe-
riencia acumulada en este campo a lo largo de muchos afios ha
permitido delimitar factores de riesgo que nos permiten prever esta
complicacién y, ante una determinada sintomatologia, establecer el
diagnéstico de sospecha, aunque las manifestaciones clinicas sean
relativamente inespecificas y deban ser confirmadas, en tltima ins-
tancia, mediante pruebas de laboratorio. Ademas, el conocimiento de
algunos factores de riesgo de la infecciéon por el CMV vy, por lo tanto,
la posibilidad de prevenirla o de atenuar sus consecuencias se apo-
yan en la realizacién de determinadas pruebas viroldgicas aplicadas
durante la evaluacién de donante y receptor, asi como una vez pro-
ducida la donacién del 6rgano.

Por otra parte, disponemos también, desde hace tiempo, de anti-
virales especificos anti-CMV que, con el curso del tiempo, han permi-
tido simplificar y perfeccionar tanto el tratamiento como la profi-
laxis, pero que no estan exentos de efectos secundarios, de ahi la
necesidad de utilizarlos racionalmente. Otra razén que avala su uso
prudente es la posibilidad de desarrollo de mutantes de resistencia
por parte del virus, lo que ha podido comprobarse también en los
paciente TOS (para mas detalle, referimos al lector al articulo de Mar-
cos que se publica en el presente niimero extraordinario de ENFERME-
DADES INFECCIOsAs ¥ MicroBioLoGiA CLiNica). Por Gltimo, mas alla de los
efectos directos atribuibles a la replicacién activa del CMV en el pa-
ciente, muchos autores han descrito efectos patolégicos debidos al
caracter inmunomodulador que tiene el propio virus, los llamados
efectos indirectos. Aunque la extensién e importancia que estos efec-
tos tienen sobre la viabilidad del injerto, la supervivencia del pacien-
te a mas largo plazo o incluso su calidad de vida, no han quedado
completamente establecidas, esta posibilidad abre nuevas perspecti-
vas a las pruebas diagndsticas de laboratorio.

Técnicas viroldgicas aplicables a la monitorizacion

Por todas estas razones, los pacientes TOS deben ser monitoriza-
dos viroldgicamente para detectar la infeccién por el CMV, tanto des-
de el punto de vista pronéstico y diagnéstico de la enfermedad por
CMV como para comprobar la eficacia del tratamiento y de las medi-
das de control. En los Gltimos afios se han producido grandes avances
en este campo, especialmente en el ambito de las pruebas molecula-
res. Sin embargo, ninguna de las técnicas virolégicas actualmente
existentes tiene validez para todas las situaciones que pueden pre-
sentarse en el contexto de la infeccién por el CMV y de sus conse-
cuencias clinicas'2 La eleccion de una u otra debera basarse en el
objetivo perseguido, en las caracteristicas del paciente, en las especi-
ficaciones técnicas del método e, incluso, en las posibilidades del
laboratorio.

Hay muchas técnicas para el diagnéstico de la infeccién por el
CMV?#, aunque no todas ellas tienen el mismo interés ni pueden
aplicarse en todos los contextos. El aislamiento en cultivo es lento
(7-21 dias), poco sensible y no esta al alcance de todos los laborato-
rios. La variante rapida de cultivo shell vial acorta significativamente
el tiempo y mejora algo la sensibilidad. Tanto uno como otro no per-
miten la cuantificacién rapida de la carga viral, algo que, como vere-
mos, es fundamental en la monitorizacién. En su momento sirvieron
para diagnosticar la infeccién por CMV en los TOS y controlar parte
de sus efectos negativos, pero hace tiempo que han quedado supera-
dos. Sus aplicaciones, hoy en dia, son muy reducidas. Las pruebas
histopatolégicas también tienen limitaciones (falta de sensibilidad,
entre otras), aunque son la referencia para la afectacion organica (en-
fermedad focal). Por dltimo, las pruebas serolégicas encuentran su
aplicacién en la evaluacién de donantes y receptores, pero su utilidad
en el seguimiento postrasplante es reducida. En conjunto, son las

Tabla 1
Recomendaciones prdcticas para la realizacion de la prueba de antigenemia

Recomendacién Grado de recomendacién

Urgencia de 2-4h ++
procesamiento

Extraccion de leucocitos Macrodex® +++
Realizacién de las Citocentrifugacién ++

preparaciones

Fijacién del antigeno Formaldehido [+

Monoclonal anti-CMV Anti-pp65 o+

Procedimiento de tincién Inmunofluorescencia 4+

CMV: citomegalovirus.

pruebas que nos permiten estimar la carga viral (antigenemia, méto-
dos moleculares) las que mas interés tienen hoy en dia, razén por la
que nos extenderemos en su descripcién y, sobre todo, en su inter-
pretacion.

Prueba de antigenemia pp65

La prueba de antigenemia consiste en la deteccién directa de an-
tigenos de CMV en leucocitos de sangre periférica y, en su dia, supu-
S0 un gran avance en el seguimiento de los pacientes trasplantados,
especialmente TOS. La prueba es, por definicién, rapida, técnicamen-
te sencilla y cuantificable. Se basa en que el virus replica en los leu-
cocitos polimorfonucleares (PMN) con una elevada expresién de pro-
teinas virales. La fosfoproteina pp65 del tegumento del CMV es la
mas abundante en los PMN, los cuales no serian meros portadores
pasivos, sino que la sintetizarian. Esto es importante porque su de-
teccion se correlacionaria con la replicacion viral activa en las células
sanguineas y, en consecuencia, seria una medida indirecta de la carga
viral.

Desde el punto de vista técnico, la antigenemia se lleva a cabo
mediante la extraccion de los leucocitos de la sangre del paciente, su
recuento, la realizaciéon de preparaciones, y la fijacién y tincién de
éstas por técnicas inmunofluorescentes o inmunoenzimaticas. En
consecuencia, es una técnica poco sofisticada, al alcance de cualquier
laboratorio microbiolégico. Sin embargo, a pesar de su aparente sim-
plicidad, esta sometida a una notable variabilidad, derivada esencial-
mente de la labilidad del antigeno y de otros factores técnicos, de
manera que su punto mds débil seria la dificultad de estandarizacion.
Esta necesidad ha sido subrayada en numerosas publicaciones?* y
condiciona su aplicacién en el seguimiento de los TOS. En la tabla 1
se resumen algunas recomendaciones practicas para la realizacion
de la prueba. Tres son los aspectos clave: el tipo de monoclonal anti-
pp65, el procedimiento de fijacién y la demora en el procesamiento.
Respecto al primero, la mayoria de productos comerciales funcionan
razonablemente, aunque eso no significa equivalencia (por tanto,
fuente de variabilidad). En cuanto al fijador, es mejor el formaldehido
que la acetona®. La tercera causa importante de variabilidad es la de-
mora en el procesamiento, ya que la proteina pp65 es labil, lo que
obliga a realizar la prueba antes de 6-8 h de haber extraido la mues-
tra de sangre. A pesar de los esfuerzos, no ha sido posible estandari-
zar la prueba. Ademas, aun en el caso de haberse logrado, siempre
quedaria la variabilidad asociada al tipo de paciente y su manejo,
algo que es dependiente de cada centro de trasplante. Por todas estas
razones, la interpretacién de la prueba siempre estara sujeta a la ex-
periencia propia de cada centro.

Métodos moleculares

La mayor estabilidad del ADN viral en la muestra, asi como su me-
nor variabilidad técnica, confiere a los métodos moleculares una ma-
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Caracteristicas técnicas de los métodos moleculares comerciales para la cuantificacién del citomegalovirus (CMV)?

Producto Fabricante o Método Gen diana Platafoma Limite inferior de Intervalo dindmico de
distribuidor instrumental deteccién (copias/ml)*  cuantificacién (copias/ml)*

COBAS Amplicor CMV Roche Diagnostics PCR punto final UL54 (DNA pol) Cobas® Amplicor 600> 600-1,0x10°

COBAS TagMan CMV Roche Diagnostics PCR real time UL54 (DNA pol) Cobas TagMan® 48/96 100¢ 150-1,0x107
LightCycler CMV Roche Diagnostics PCR real time UL54 (DNA pol) LightCycler® 3924 1.000-1,0x107

CMV PCR kit Qiagen/Abbott PCR real time UL123 (MIE) m2000rt 65¢ 65-2,7x107

Abbott Real Time CMV Abbott Molecular PCR real time UL34 + UL80.5 m2000rt 200 20-1,0x108
artus®-CMV QS RSQf Qiagen GmbH PCR real time UL123 (MIE) QIAsimphony® RGQf 43P 80-1,0x108

CMV Elite MGB Nanogen Diagnostics PCR real time UL123 (MIE) ABI Prism® 2794 316-2,7x107

Smart CMV Trender Cepheid PCR real time No especificado Smart Cycler® 357¢ 400-2,0x107

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

aSegiin especificaciones del fabricante publicadas en el folleto técnico o accesibles en paginas web oficiales (se han ajustado decimales cuando procede).

PCalculado a partir de 500 pl de plasma.
¢Calculado a partir de 350 pl de plasma.
dCalculado a partir de 200 pl de sangre total.
¢Calculado a partir de 500 pl de solucién patrén.

Hay adaptaciones para las siguientes plataformas: ABI Prism® (series 7000, 7700 y 7900HT), RotorGene® y LighCycler® (series 1y 2.0), con limites de deteccion < 100 copias/ml.

#Calculado a partir de 200 pl de plasma.

yor robustez y los hace mas apropiados para el seguimiento ambula-
torio de los pacientes o para remitir muestras a laboratorios de
referencia. También, al menos sobre el papel, son mas faciles de estan-
darizar. La cuantificaciéon del ADN del CMV en muestras de sangre
(ADNemia) permite una estimacién mas directa de la carga viral que
la antigenemia, aunque en ausencia de tratamiento exista una correla-
cién aceptable entre los valores obtenidos con ambas técnicas>*S,

En los dltimos afios se ha comercializado una gran cantidad de
métodos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) real time, con
sus innegables ventajas técnicas (sensibilidad, rapidez, amplio inter-
valo de linealidad y riesgo reducido de contaminacién). Aunque el
coste es notable, probablemente dichas ventajas compensan hoy en
dia el sobreprecio. No es extrafio que la mayoria de centros con pro-
grama de trasplante se hayan pasado a las técnicas de PCR real time.
En la tabla 2 se resumen algunas de las caracteristicas técnicas de los
métodos comerciales mas utilizados. Todos ellos tienen una especifi-
cidad, precision e intervalo dinamico de cuantificacién aceptables.
Un aspecto importante de los métodos comerciales a efectos de se-
guimiento de los TOS es su sensibilidad analitica, especialmente para
la monitorizacién del tratamiento y prediccién de recaidas. Los datos
publicados por las empresas fabricantes son dificiles de comparar, ya
que se han obtenido con diferentes tipos de muestra (plasma, sangre
total, diluciones de patrones), diferente volumen de partida y distin-
tos métodos de extraccion. En general, los métodos real time permi-
ten detectar del orden de 2 unidades logaritmicas de genoma/ml, lo
que se ha demostrado suficiente cuando se aplican a muestras clini-
cas en estudios comparativos’,

A pesar de la mayor robustez de la ADNemia, la carga viral asi
medida muestra una variabilidad biolégica notable, por lo que au-
mentos de 3-5 veces la cifra inicial (0,5-0,7 unidades logaritmicas)
pueden no ser significativos’. Ademas, los distintos sistemas comer-
ciales rinden valores muy diferentes entre si, lo que ha impedido su
estandarizacién y la obtencién de valores de referencia comunes
aplicables a los distintos escenarios clinicos, por lo que cualquier re-
comendacién debe hacerse con cautela y a titulo meramente orien-
tativo (ver mas adelante). En algunos estudios con el sistema comer-
cial Cobas Amplicor se establecieron valores orientativos de
enfermedad por CMV, entre 1.000-5.000 copias/ml sobre muestra de
plasma, pero se han publicado cifras tan altas como 300.000 copias/
ml utilizando una técnica de desarrollo propio y sangre total?s. El
método comercial TagMan de PCR real time suele dar valores mayo-
res (0,2-0,5 log) sobre plasma®®. Ademas, hay que tener en cuenta

que los valores de carga viral en sangre total son superiores a los
obtenidos en plasma, en torno a 1 unidad logaritmica™.

Por todas estas razones, el seguimiento de un determinado pa-
ciente se hara con una determinada técnica, sobre un mismo tipo de
muestra (sangre total, plasma) y en un mismo laboratorio. Este plan-
teamiento tiene una importancia relativa para el diagnoéstico del sin-
drome viral, dados los altos valores de carga viral presentes en ese
momento, pero es crucial en otras situaciones clinicas del trasplan-
tado, especialmente si se usa con fines pronésticos de desarrollo fu-
turo de enfermedad, para la monitorizacién del tratamiento o para la
vigilancia de las recaidas. La reciente introduccién de un estandar
internacional de referencia, como ya existe para los virus de las he-
patitis By C, representa un gran paso hacia la estandarizacién'?, pero
no eliminara totalmente la variabilidad atribuible al propio pacien-
te.

Evaluacion pretrasplante

El objetivo en esta etapa es evaluar el riesgo de desarrollo futuro
de complicaciones una vez producido el trasplante, esto es, delimitar
factores de riesgo. Uno de los mas importantes es el estado inmune
respecto al virus, tanto del donante como del receptor, lo que condi-
ciona la aparicién de infeccién activa (replicacién del virus en el hos-
pedador) y de enfermedad por CMV (infeccién activa junto con la
presencia de signos y sintoma atribuibles al microorganismo). Es
bien conocido que los mayores problemas se producen en los pacien-
tes que sufren la primoinfeccién por el virus una vez trasplantados,
el cual puede ser transmitido a través del propio injerto (6érgano de
un donante seropositivo que se trasplanta a un receptor seronegativo
[D+/R-]), de las transfusiones administradas como consecuencia de
todo el proceso o, mas raramente, por otras causas. Sin embargo, lo
mas habitual en nuestro medio es que el candidato a un trasplante
esté previamente infectado por el CMV. Aunque esta situacién con-
duzca a un menor riesgo, debe ser conocida.

Sea como fuere, las pruebas serolégicas ocupan un papel central
durante la evaluacién pretrasplante. Se debe buscar siempre un mé-
todo seroldgico altamente sensible y especifico, basado en la detec-
cién de anticuerpos de la clase IgG, para lo que hay en el mercado
muchos reactivos comerciales. También hay técnicas que permiten
detectar simultineamente anticuerpos de las clases IgG e IgM, o s6lo
IgM, si bien éstas no se recomiendan para el cribado serolégico de
donantes y receptores, ya que no afiaden sensibilidad y, por el con-
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trario, pueden ser fuente de resultados falsos positivos o de valores
instrumentales equivocos®>#™. En general, las técnicas comerciales de
inmunoandlisis aprobadas por las agencias reguladoras proporcio-
nan buenos resultados, si bien no todas son equivalentes, y precisan
de una validacién y conocimiento previos por parte del laboratorio.
Las técnicas de aglutinacion con particulas de latex también eran va-
lidas, pero han sido descatalogadas comercialmente en paises como
el nuestro. Se debe observar siempre las precauciones generales del
cribado seroldgico en el caso de una transfusion reciente en el do-
nante o en el receptor, bien por la posibilidad de hemodilucién (fal-
sos negativos) o de transferencia pasiva de anticuerpos (falsos posi-
tivos). Dado que la situacién de mas riesgo se produce en el binomio
D+/R-, cuando el candidato sea seronegativo para el CMV, hay que
repetir la determinacién de anticuerpos en un momento lo mas cer-
cano posible al trasplante, y lo mismo podria aplicarse en caso de
donantes vivos.

Aunque los métodos modernos estan muy perfeccionados, ningu-
no esta exento de resultados equivocos, incluso repetidos. Cuando
esto ocurre, la interpretacion debe hacerse con cautela, muy espe-
cialmente en el caso del trasplante infantil en nifios de corta edad. En
los adultos se aplicara una valoracién por exceso, segln se trate del
donante (positivo) o el receptor (negativo). Teniendo en cuenta la
epidemiologia y patogenia de la infeccién por el CMV, el resto de
pruebas virolégicas de laboratorio (cultivos, deteccién de antigenos,
amplificacién de acidos nucleicos) carecen de interés a efectos de la
evaluacion pretrasplante y no deben ser utilizadas salvo en situacio-
nes muy excepcionales.

Diagnostico virolégico postrasplante

Una vez producido el trasplante, los objetivos que se persiguen
con las pruebas de laboratorio son: a) la deteccién de la infeccién
activa (replicacién viral); b) el diagnéstico de la enfermedad por el
CMV, esto es, la infeccién activa en presencia de sintomas compati-
bles; c) predecir su aparicién con suficiente antelacién para poder
instaurar medidas terapéuticas (tratamiento anticipado), y d) moni-
torizar la respuesta al tratamiento con antivirales y la aparicion de
recaidas, incluidas las atribuibles a la seleccién de mutantes de resis-
tencia. La prevencion de los efectos indirectos puede constituir otro
objetivo una vez que los estudios en curso aclaren dudas acerca de su
importancia real.

Con todos estos objetivos, el protagonismo recae en las técnicas
virolégicas directas'?45, como los cultivos, la deteccion de antigenos
y los métodos moleculares, mientras que las pruebas seroldgicas ca-
recen totalmente de interés y no deben utilizarse para la monitoriza-
cién del paciente trasplantado. Dado que existe una relacion entre la
intensidad de la replicacién con el desarrollo de sintomatologia y el
riesgo de recidiva, los métodos cuantitativos directos (carga viral)
seran los recomendables durante el seguimiento postrasplante. La
seleccion de la muestra adecuada también es crucial, y se hara men-
cién mas adelante en cada situacién particular.

Diagnostico de la enfermedad por CMV: sindrome viral

De los efectos directos producidos por el virus, el cuadro mono-
nucleésico conocido como “sindrome viral” es la forma mas frecuen-
te de presentacién de enfermedad por CMV. En presencia de sinto-
mas compatibles, su diagnéstico podria hacerse mediante métodos
cualitativos, pero se recomienda determinar la carga viral en sangre
no sélo por las caracteristicas técnicas sefialadas antes (sensibilidad,
rapidez, etc.), sino porque nos puede servir para controlar la eficacia
de las medidas terapéuticas que hipotéticamente podrian instaurar-
se. En los primeros afios del trasplante, era habitual realizar una mo-
nitorizacién sistemadtica del paciente mediante cultivos de orina o
saliva, pero esta practica no se recomienda en estos momentos, dado
su bajo valor predictivo de enfermedad. Los cultivos de sangre, in-

cluida la variante rapida shell vial, tampoco tienen gran interés, ya
que sus resultados se demoran mas alla de lo clinicamente ftil y su
sensibilidad es insuficiente. El aislamiento en cultivo celular conven-
cional mantiene como tnica indicacién disponer de las cepas para su
caracterizacién epidemioldgica o para estudios fenotipicos de resis-
tencias, lo que esta restringido a laboratorios de investigacion.

La prueba de antigenemia pp65 es una medida de la carga viral en
sangre. La proporcion de células que expresan dicho antigeno, referi-
da a un total de 10°leucocitos, se correlaciona bien con la presencia
de enfermedad por CMV, sobre todo con el sindrome viral, y en me-
nor medida con la enfermedad focal’. En el primer caso, los recuen-
tos de antigenemia suelen ser muy elevados, a veces incontables,
coincidiendo con la presencia de sintomas compatibles. Estudios de
cinética viral® han puesto de manifiesto que, antes de que esto se
produzca, se detecta un aumento brusco de la antigenemia, de ahi su
interés para el tratamiento anticipado (ver mas adelante). Las carac-
teristicas técnicas de la antigenemia sefialadas en apartados anterio-
res condicionan su aplicacién practica. Asi, la labilidad del antigeno
pp65 obliga a un procesamiento rapido de las muestras, lo que difi-
culta el seguimiento de los pacientes una vez abandonan el hospital.
Tampoco es aplicable en situacion de neutropenia (< 1.000 neutr6fi-
los/ul). La falta de estandarizacién impide que los resultados entre
laboratorios sean comparables y hace dificil establecer un valor de
referencia de validez amplia. En consecuencia, no es posible hacer
una recomendacién acerca del valor umbral, que siempre debe ser
particularizada para cada paciente. Este problema es menor a efectos
de la confirmacion etioldgica del sindrome viral, pero crucial en otras
formas de enfermedad. En algunos estudios se han citado cifras um-
brales de 20-50 células CMV*/10° leucocitos pero es frecuente que los
recuentos sean muy elevados, incluso incontables, cuando se presen-
tan los sintomas caracteristicos de sindrome viral. No obstante, a la
hora de interpretar esos valores, se debe tener en cuenta el tipo de
trasplante (mas bajos para el trasplante de pulmén o intestinal, mas
altos en el cardiaco), asi como consideraciones internas a cada cen-
tro, como la pauta de inmunosupresién empleada o la variabilidad
técnica del laboratorio.

La principal alternativa a la antigenemia en el diagndstico del sin-
drome viral la constituyen las pruebas moleculares de amplificacion
mediante la reaccion en PCR. Las pruebas de PCR cualitativas no se
recomiendan con este fin, por su gran sensibilidad analitica, ya que
no permiten distinguir una infeccién activa asintomatica de la verda-
dera enfermedad por CMV. Hoy en dia, los métodos cuantitativos de
amplificacién real time son de eleccion, ya que a sus conocidas ven-
tajas técnicas afiaden su idoneidad para otras situaciones clinicas
relacionadas con el TOS.

En general, la ADNemia se determina sobre muestras de plasma o
de sangre total (siempre anticoagulada con EDTA, nunca con hepari-
na) y se expresa en copias/ml. Hay una correlacién muy buena entre
los valores de carga viral obtenidos en plasma y en sangre, al igual
que con las determinaciones en polimorfonucleares o en células mo-
nonucleares, por lo que prefiere uno de los dos primeros comparti-
mientos por su mayor facilidad de manipulacién. Al igual que con la
antigenemia, el valor madximo de ADNemia suele coincidir en el
tiempo con la presencia del sindrome viral, lo que facilita la interpre-
tacién de los valores, en general por encima de 5.000 copias/ml de
plasma, e incluso tan altos como 300.000 copias/ml. Hay que tener
presente todas las consideraciones que se han hecho anteriormente
acerca de la variabilidad metodolégica, segtn el tipo de muestra, la
técnica utilizada, el tipo de trasplante, y el estado neto de inmunode-
presion del paciente, entre otros factores.

Diagnostico de la enfermedad focal
El diagnéstico de la enfermedad focal representa un reto para el

laboratorio no sélo por las graves consecuencias que puede acarrear
para el paciente, sino por la dificultad que entrafia. A diferencia del
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sindrome viral, que suele cursar con valores elevados de carga viral,
la antigenemia o la ADNemia puede ser negativa o con valores bajos,
especialmente en la afectacién gastrointestinal, la retinitis o la neu-
monitis en trasplantados pulmonares. La deteccién en muestras “pe-
riféricas”, como sangre o saliva, no es predictiva de enfermedad focal.
Siempre que sea posible, se debe intentar realizar el diagnéstico so-
bre muestras tisulares', El diagndstico de certeza de la enfermedad
focal se obtiene mediante examen histopatoldgico (observacion de
cuerpos de inclusién) en muestras de biopsia: se recomiendan las
técnicas de inmunohistoquimica por su mayor sensibilidad y especi-
ficidad. La hepatitis suele cursar con valores de antigenemia o ADNe-
mia altos, pero la confirmacién final es también histopatolégica. La
deteccién de antigenos fluorescentes o por inmunohistoquimica en
células de lavado broncoalveolar (LBA) aumenta la certeza de neu-
monitis en pacientes con cultivo positivo. Es importante sefialar que
la deteccion cualitativa de CMV mediante PCR en muestras tisulares
no establece el diagndstico de certeza, ya que podria deberse a la
presencia de genoma viral transportado por la sangre, por lo que es-
tos métodos no deben emplearse en la enfermedad focal™. La tnica
excepcion seria la afectacién del sistema nervioso central (muestra
de liquido cefalorraquideo), pero esta situacién es muy poco frecuen-
te en el contexto del TOS. La retinitis es también muy infrecuente, a
diferencia de lo que ocurria en los pacientes con sida antes de dispo-
ner de los modernos tratamientos antirretrovirales; en cualquier
caso, las pruebas de laboratorio afiadirian poco valor al diagnéstico
por examen oftalmoldgico. Por razones similares, la PCR cualitativa
sobre muestras respiratorias no es predictiva de neumonitis, pues no
es infrecuente la excrecion asintomatica del virus, incluso intensa.
Algunos estudios han descrito resultados prometedores con pruebas
cuantitativas real time aplicadas a muestras de LBA, pero la experien-
cia es muy limitada y, en consecuencia, el establecimiento de valores
umbrales predictivos de enfermedad parece todavia lejano.

Monitorizacion virolégica para el tratamiento anticipado

El tratamiento anticipado, también conocido como preemptive
therapy en la literatura anglosajona, constituye una estrategia pre-
ventiva de gran importancia y ha sido adoptada por muchos grupos
de trasplante frente a la profilaxis universal o la guiada por factores
de riesgo. Se basa en la utilizacién de pruebas de laboratorio que nos
permitan predecir con antelacién la aparicién de enfermedad por
CMV, de manera que puedan introducirse precozmente medidas te-
rapéuticas. Las ventajas que ofrece esta estrategia desde el punto de
vista clinico son indudables y muy atractivas. Permite el desarrollo
de la respuesta inmune celular especifica, clave para el adecuado
control de la infeccién por parte del paciente. Asimismo, el uso mas
restringido de antivirales anti-CMV reduce las complicaciones por
toxicidad y el riesgo de seleccién de mutantes resistentes, a la vez
que permite controlar los costes (referimos al lector al articulo de
Cordero et al que se publica en este nimero monografico para una
mayor informacién).

Sin embargo, el tratamiento anticipado también tiene limitacio-
nes. Conceptualmente, esta estrategia sélo deberia realizarse en cen-
tros que dispongan de métodos de cuantificacién de la carga viral.
Tanto la antigenemia como la ADNemia son ttiles con este propdsito,
aunque la tendencia actual es hacia la utilizacién de esta Gltima
prueba diagndstica (métodos comerciales real time) por las razones
técnicas apuntadas a lo largo de este articulo. Es fundamental que se
lleve a cabo un seguimiento muy estrecho del paciente durante el
periodo de riesgo, lo que es mas facil de llevar a cabo con los métodos
moleculares que con la antigenemia, especialmente si el paciente se
encuentra en su domicilio y deben derivarse las muestras al labora-
torio de referencia. La secuencia temporal del muestreo es otro as-
pecto crucial del tratamiento anticipado, de manera que nos permita
la observacion de tendencias en los valores obtenidos en el curso del
seguimiento. Durante el ingreso hospitalario o durante el periodo de

mayor riesgo se recomienda un minimo de 2 determinaciones sema-
nales. Pasado este tiempo, la estrategia podria relajarse.

Con independencia de la técnica a utilizar, los resultados deberian
estar disponibles antes de 24 h, mas atn en el periodo de mayor
riesgo, ya que se pueden producir elevaciones bruscas de la carga
viral en cortos intervalos de tiempo®. Este problema es mas acusado
para la antigenemia, siendo frecuente que coincidan en el tiempo la
presencia de sintomas con la deteccion de valores significativos. La
ADNemia predice con mds antelacion, dada su mayor sensibilidad
analitica®>. En cualquier caso, un valor cercano al cut-off deberia po-
ner en marcha una monitorizacion mas estrecha del paciente?*S,
Como se ha sefialado repetidamente, los valores umbrales de antige-
nemia y ADNemia deberan ser obtenidos por cada centro. Las cifras
sefialadas para el diagnéstico deben ser consideradas sélo a titulo
orientativo, y todas las consideraciones hechas en los apartados an-
teriores sobre variabilidad biolégica y técnica de los métodos de car-
ga viral son de aplicacion para guiar el tratamiento anticipado?®-'.

Vigilancia de la respuesta al tratamiento y de la aparicion de recaidas

La monitorizacion de la respuesta al tratamiento sélo es posible
con la utilizacién de pruebas cuantitativas de carga viral. Dadas las
caracteristicas de las técnicas diagnésticas, los métodos de amplifi-
cacién real time son claramente mas apropiados que la antigenemia
en este contexto. Varios son los objetivos a perseguir con esta moni-
torizacion: confirmar la curacién del proceso; ajustar adecuadamen-
te la duracion del tratamiento, evitando exposiciones prolongadas
innecesarias a los antivirales; prevenir las recidivas, y detectar la po-
sible aparicion de resistencia a los antivirales. Se recomienda, al me-
nos, una monitorizacién semanal mientras dure el tratamiento. Es
importante sefialar que el aumento de la cifra de antigenemia al cabo
de 24-48 h de instaurado el tratamiento no debe considerarse nece-
sariamente un dato negativo®4, y sélo si no se observa un descenso
progresivo a partir de este tiempo podria ser motivo de preocupa-
cién. La ADNemia, que es un marcador mas directo de la carga viral,
suele bajar mas rdpidamente, en el transcurso de las primeras 24 h.
Una vez que se produce el descenso, éste suele ser rapido y a los 3-5
dias ya puede ser indetectable. En cualquier caso, y sea cual sea el
método empleado, el objetivo virolégico debe ser la negatividad de
las pruebas. Una caida lenta de la carga viral es un signo de mal pro-
néstico y predice las recaidas, como han demostrado algunos estu-
dios sobre cinética de replicacién®. La experiencia con otros pacien-
tes inmunodeprimidos sugiere que una carga viral mantenida alta o
la aparicién de un nuevo pico puede ser sugestivo de la seleccién de
mutantes resistentes y, en consecuencia, una indicacion para llevar a
cabo pruebas de sensibilidad a los antivirales (“resistencia clinica”).
Sin embargo, diversos estudios han demostrado que, para que esto se
produzca, deben concurrir 2 circunstancias: la utilizacién extensa de
antivirales y un estado de profunda inmunodepresion en el paciente.
Incluso asi, no mas del 15% de los casos de resistencia clinica son
atribuibles a la seleccién de mutantes resistentes’s. Sea como fuere,
es evidente que la monitorizacion de la carga viral debe ser la prime-
ra sefial de alarma.

Pruebas virologicas y efectos indirectos de la infeccion por el CMV

El potente efecto inmunomodulador del CMV y la complejidad de
la respuesta inmune han atraido recientemente la atencién también
sobre los efectos indirectos, como las disfunciones del injerto o la
predisposicion a infecciones oportunistas. Se han planteado numero-
sas hipétesis que explicarian la aparicién de dichos efectos, muchos
de ellos dependientes del propio paciente. Por esta razon, la monito-
rizacién virolégica debe ser complementaria de la inmunolégica. Al-
gunos estudios han puesto de manifiesto que la replicacién, incluso
de bajo nivel, podria asociarse con el desarrollo de este tipo de com-
plicaciones, de manera que no serian sélo importantes los valores
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pico sino la estimulacién antigénica continua por parte del CMV
(“carga viral neta”)". Seg(in este planteamiento, y también con el fin
de ir avanzando en el conocimiento de este fenémeno, pareceria ade-
cuado recomendar un seguimiento virolégico mas estrecho de los
pacientes trasplantados, incluso de los considerados de bajo riesgo
para los efectos directos del virus (enfermedad por CMV). Por la mis-
ma razén, la supresién viral se debe considerar un objetivo del trata-
miento antiviral. Sin embargo, es obvio que tal planteamiento com-
plicaria mas el ya de por si complejo seguimiento de los pacientes
TOS, por lo que parece prudente esperar datos mas concluyentes. Se
estan produciendo avances; algunos estudios recientes sugieren que
la utilizacién conjunta de marcadores viroldgicos e inmunolégicos
puede servir para medir la eficacia del tratamiento, modular la utili-
zacién de farmacos y evitar efectos indirectos a mas largo plazo2.
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