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RESUMEN

Las infecciones constituyen una de las complicaciones mas importantes que afectan decisivamente al
éxito de los trasplantes. El laboratorio de microbiologia clinica ocupa un papel central en el diagnéstico,
tratamiento y prevencién de las complicaciones infecciosas. Los centros con programa de trasplantes
deben contar con el soporte de un laboratorio de microbiologia bien capacitado tecnolégicamente y con
una amplia cartera de servicios que ponga énfasis en las pruebas de diagnéstico rapido. En esta revi-
sion se resumen los fundamentos clinicos que orientan la labor del laboratorio, el papel que desempefia
en la evaluacién de donantes y receptores y las técnicas diagnésticas a aplicar para los patégenos mas
relevantes.
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ABSTRACT

Infections are one of the main complications that decisively affect the final outcome of transplants. Clinical
microbiology laboratory has a key role in diagnosis, treatment and prevention of these complications.
Centres with transplant programs must be technically supported with a well developed laboratory with
special emphasis in rapid diagnostic techniques. In this article, we review the clinical background for
the laboratory, its role in the evaluation of both donors and recipients, and the diagnostic methods
for the main pathogens infecting transplant patients.

© 2011 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

En las Gltimas décadas se han producido grandes avances en lo
que conocemos como medicina del trasplante. Atin asi, las infec-
ciones contindan siendo uno de los principales obstaculos, a pesar
de los indudables progresos en el diagnéstico y tratamiento. El
laboratorio de microbiologia clinica desempefia un papel crucial,
de forma que existe una relacién muy estrecha entre el desarro-
llo y éxito de un programa de trasplantes y la capacitacién del
laboratorio que ofrece sus servicios. Su cartera debe cubrir todas
las areas y debe estar guiada por criterios eminentemente prac-
ticos, en particular con una amplia oferta de técnicas rapidas. La
existencia de un programa de trasplante condicionara la estrate-
gia, organizacién interna y utilizacién de recursos dentro de los

* Autor para correspondencia.
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servicios de microbiologia pero, a su vez, éstos se benefician enor-
memente del conocimiento generado alrededor del trasplante. En
estalinea, laintegracion del microbiélogo en los equipos multidisci-
plinarios es muy recomendable, no sélo por los beneficios directos
para el paciente, sino porque solo asi sera posible que su oferta
diagnéstica se modifique y adapte a un escenario que es y sera
cambiante.

En este articulo se resume una actualizacién de la microbio-
logia en el contexto del trasplante, revisando conceptos basicos,
lineas estratégicas y técnicas recomendables. Remitimos al lector al
procedimiento SEIMC correspondiente para una informacién mas
detallada.

Cronologia y factores de riesgo de la infeccién en el
trasplantado

En el receptor de un trasplante de 6rgano sélido (TOS) se combi-
nan tres circunstancias que le hacen especialmente susceptible al
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Tabla 1
Cronologia de las infecciones en el trasplantado de érgano sélido

Postoperatorio inmediato

Maxima inmunosupresién

Moderada inmunosupresion
Mas de 6 meses

0-1 mes 2-6 meses
Bacterias Bacterias hospitalarias
Hongos Candida, Aspergillus
Parasitos
Virus VHS, HHV-6

Listeria, Legionella, Nocardia, micobacterias
Pneumocystis, Aspergillus, criptococo
Toxoplasma, Leishmania

CMV, HVH-6, VHC

Infecciones bacterianas comunes
Infecciones fiingicas comunes
Infecciones parasitarias comunes
VHC, VHB, VEB, VVZ y virus comunes

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

virus varicela-zéster.

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 inmunosupresor. Puesto que cada paciente pre-
senta caracteristicas propias, el riesgo de infecciones debera ser
individualizado?2. Adn asi, desde un punto de vista practico es posi-
ble encuadrar las distintas infecciones en tres periodos bastante
definidos (tabla 1). En el primer mes o primeras semanas suelen
predominar las infecciones bacterianas pidégenas y por levaduras
(infeccion de la herida quirdrgica, neumonia, bacteriemia, infec-
cién urinaria, etc.). Con alguna excepcién, las infecciones viricas
y por hongos filamentosos estdn ausentes. Por el contrario, éstas
seran las predominantes entre el primer y tercer mes postrasplante,
reflejo directo del tratamiento inmunosupresor. Las infecciones
por citomegalovirus (CMV), virus de las hepatitis B (VHB) y C
(VHCQ) y Aspergillus, entre otros, son un ejemplo tipico de este
periodo, mientras que las infecciones por Listeria o Nocardia son las
expeciones bacterianas al predominio virico. A partir del segundo
semestre postrasplante, los pacientes con buena funcién del injerto
y bajo nivel de inmunosupresién equiparan las infecciones a las
del resto de la poblacién, aunque otros pueden sufrir una infeccién
crénica del injerto, por ejemplo la hepatitis crénica por el VHC en
el trasplantado hepatico, los cuadros linfoproliferativos asociados
al virus Epstein-Barr (VEB) o el riesgo generalizado de infecciones
en los pacientes que presentan rechazo crénico.

En el trasplante de precursores hematopoyéticos (TPH) los prin-
cipales riesgos de infeccion en este tipo de pacientes se relacionan
con alguno de los siguientes aspectos: reconstitucién inmuno-
hematopoyética, exposicion a agentes infecciosos y formas de
tratamiento (antineoplasico, inmunosupresor y antimicrobiano).
En la tabla 2 se resumen los principales factores de riesgo. De
ellos, el tipo de trasplante es uno de los mas importantes, siendo
mayor en el trasplante alogénico que en el aut6logo. El trasplante
de donante no emparentado tiene mayor riesgo que el familiar. La
enfermedad del implante contra el huésped (EICH) aguda o cré6-
nica es también uno de los factores mas relevantes, al igual que

Tabla 2
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 hematopoyéticos?
Deplecién de células T

Presencia de EICH aguda o crénica

Receptor seropositivo para el CMV

Ambientes no protegidos y sistemas de aire sin filtrar®
Uso de corticoides para prevencién o tratamiento del EICH
Administracién de rituximab o alentuzumab

Uso de ganciclovir para la profilaxis o el tratamiento del CMV
Utilizacién de inmunoglobulinas

Administracién de fluconazol®

Administracién de productos de hemoterapia

CMV: citomegalovirus; EICH: enfermedad del implante contra el huésped.

2 Excepto en trasplante de precursores de sangre periférica, por mayor riesgo de
EICH.

b Aspergilosis en situacién de brote y en pacientes con anemia aplasica grave.

¢ Sobreinfecciones por Candida glabrata y Candida krusei.

el régimen de acondicionamiento, entre otros. Los tiempos en que
tienen lugar las infecciones en estos pacientes son consecuencia
de los factores de riesgo anteriores3. 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 la
aparicién de infecciones bacterianas gram-positivas, fingicas (Can-
dida y Aspergillus) y viricas (herpes simple). Tras el prendimiento
(dias 30 a 100), existe una profunda inmunodeficiencia humoral y
celular agravada, en algunos pacientes, por la presencia de EICH
aguda. En este periodo son frecuentes las infecciones por CMV,
Pneumocystis jirovecii (P. jirovecii), y la mayoria de las infecciones
oportunistas anteriormente mencionadas. En la fase tardia, el factor
capital es la presencia de EICH crénica. Cuando esto ocurre, la lenta
recuperacién de la inmunidad humoral favorece las infecciones
senopulmonares por agentes encapsulados (Streptococcus pneumo-
niae y Haemophilus influenzae), aunque también son frecuentes de
este periodo las infecciones tardias por CMV, habitualmente aso-
ciadas a la profilaxis con ganciclovir en etapas tempranas.

Evaluacion pretrasplante del donante y el receptor

Muchas de las complicaciones infecciosas tienen un origen exé-
geno, incluyendo las producidas porpatégenos trasmitidos por el
organo trasplantado mientras que, en otras ocasiones, es el pro-
pio receptor quien los alberga de forma crénica o latente. En
consecuencia, ciertas complicaciones pueden prevenirse o sus efec-
tos negativos aminorarse mediante una correcta evaluaciéon de
donante y receptor. El laboratorio de microbiologia desempefiara
aqui un papel crucial.

Evaluacion microbioldgica del candidato a trasplante

La seleccién y preparacién del candidato a trasplante desde el
punto de vistainfeccioso es una actividad imprescindible en los pro-
gramas de trasplante. Con la evaluacion se persiguen los siguientes
objetivos: a) el diagndstico y tratamiento de las infecciones acti-
vas en el candidato, b) la toma de decisiones sobre su aceptacién o
exclusién, y c)laidentificacién de los factores de riesgo para el desa-
rrollo de infecciones postrasplante con la consiguiente adopcién de
medidas de prevencién.

Son muchas las posibles infecciones activas que puede sufrir el
candidato a trasplante, por lo que es obligado orientar el diagnéstico
microbiolégico mediante la elaboracién de una completa historia
clinica, una exploracioén fisica cuidadosa y la consiguiente solicitud
de las exploraciones pertinentes (tabla 3). Como principio general,
el receptor debe estar libre de infeccién activa (bacteriana, fiin-
gica, virica o parasitaria) antes del inicio de la inmunosupresién,
con especial cuidado en el drea anatémica donde se va a realizar
el trasplante. Algunas de estas infecciones, como la tuberculosis,
algunas micosis y las producidas por microorganismos oportunis-
tas, constituyen una contraindicacién para el trasplante. Asimismo,
la infeccién y colonizacién por bacterias multirresistentes causa
graves complicaciones en algunas unidades de trasplante y es un
fenémeno en aumento. La vigilancia de las tasas de prevalenciay el
conocimiento de los perfiles antibidticos de estos microorganismos
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Tabla 3
Exploraciones complementarias a solicitar en la evaluacién 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 infeccién activa y para descartar colonizacién,
especialmente en el tracto respiratorio

Cultivos de vigilancia de bacterias multirresistentes?

Examen parasitolégico de las heces o de otras muestras si se
sospecha una infestacién activa o si existen antecedentes
clinico-epidemioldgicos

Marcadores serolégicos (y de otro tipo) de las infecciones latentes:
VIH 1y 2, hepatitis B, Cy D, VHS 1y 2, VVZ, CMV, VEB, T. gondii, T.
pallidum

Obtencién de suero y otras muestras para archivo y analisis futuro

CMV: citomegalovirus; VEB: virus Epstein-Barr; VHS: virus del herpes simple; VIH:
virus de la inmunodeficiencia humana; VVZ: virus varicela-zdster.
3 Opcional o en funcién de las condiciones de cada centro.

son clave para racionalizar las medidas preventivas y terapéuticas
en el candidato.

La realizacién de marcadores de infeccién crénica o latente
es una actividad fundamental a realizar por el laboratorio por
sus implicaciones preventivas, terapéuticas o pronésticas. Debera
basarse en la utilizacién de reactivos y métodos comerciales
siempre homologados para uso diagnéstico. En general, los proce-
dimientos y marcadores no difieren mucho de los que se aplican
a otras situaciones clinicas, salvo la seleccién de los apropiados
al fin que se busca. El laboratorio debera incluir procedimien-
tos 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 o, como en el caso de los hemodializa-
dos y el VHC, por la existencia de dificultades técnicas afiadidas.
En estos casos, se intensificaran los procedimientos de confir-
macién de resultados positivos. La deteccion fiable de valores
negativos también puede ser muy importante ante la posibili-
dad de establecer medidas preventivas (vacunas, quimioprofilaxis,
etc.) antes y después del trasplante (VHB), lo que puede obligar a
examenes repetidos a lo largo de todo el periodo. Las recomenda-
ciones de cribado serolégico se resumen en la tabla 4. A sefialar,
que la biasqueda se extiende mas alla del cribado de los agen-
tes viricos comunes (VHC, VHB, VIH-1), y que debe ampliarse a
otras técnicas microbiolégicas y microorganismos menos habitua-
les, en funcién de las circunstancias clinicas y epidemiolégicas.
Ejemplos de esto serian el despistaje de infecciones activas parasi-
tarias (paludismo, leishmaniasis, estrongiloidiasis, etc.). Ademas,
el periodo previo al trasplante es el momento ideal para la

Tabla 4
Recomendaciones para el cribado serolégico del candidato a trasplante

inmunizacion frente a enfermedades infecciosas habituales preve-
nibles por vacunacion, especialmente cuando no exista constancia
de ello, por lo que deberan realizarse las determinaciones serolégi-
cas pertinentes (sarampion, rubéola, varicela, DTP, etc.) en funcién
de la historia clinica del candidato.

En nuestro pais, la prevencién de la tuberculosis en el tras-
plantado merece una consideraciéon especial, no sélo por sus
graves consecuencias sino por su relativa frecuencia. Al mar-
gen de la deteccion de la enfermedad activa que constituye una
contraindicacién para el trasplante, el laboratorio debe hacer un
esfuerzo diagnéstico especial en el despistaje de la infeccion latente
en el candidato, dadas las dificultades que pueden plantearse
para hacerlo en el postrasplante (anergia). Se debe evaluar si
existen antecedentes de tuberculosis clinica o radiolégica y el
tratamiento recibidoy, en su ausencia, realizar una prueba de tuber-
culina junto a una prueba de reactividad cutanea para antigenos de
recuerdo. En caso de ser positiva, tras descartar una enfermedad
activa, se valorara la realizacién de quimioprofilaxis.

Evaluacion microbioldgica del donante

La investigaciéon microbiolégica en el donante persigue: a)
descartar la presencia de agentes infecciosos transmisibles que
comprometan la viabilidad del injerto o la evolucién normal del
trasplantado; b) predecir las posibles complicaciones que puedan
surgir en el receptor, c¢) seleccionar el candidato mas idéneo para el
éxito del trasplante, y d) incrementar la disponibilidad de 6rga-
nos con las maximas garantias de seguridad, pero sin descartar
6rganos innecesariamente. En todas estas labores es crucial la cola-
boracién del microbiélogo, mas atin en un entorno como el actual,
en el que el perfil del donante estad cambiando hacia personas con
mayor potencialidad de complicaciones infecciosas. La bisqueda
debe ser exhaustiva, incluyendo bacterias multirresistentes, pero
siempre guiada por las circunstancias clinicas y epidemiolégicas,
dada la posibilidad de tratamiento en el potencial donante o de
realizar profilaxis en el receptor. Los métodos a emplear no difie-
ren de otras situaciones clinicas, con la excepcién de una mayor
intensidad en su aplicacién.

Tras el trasplante, las infecciones latentes o crénicas del injerto
pueden reactivarse en el receptor. La evaluacién de la infeccién
crénica en el donante de 6rganos se basa fundamentalmente en
la utilizacién de protocolos serolégicos, pero éste es un aspecto
en continua evolucién debido a los cambios y avances en el cono-
cimiento cientifico y tecnolégico, a los que se debera estar siempre
atento*?. Las pruebas de cribado serolégico deberan ser realizadas
en laboratorios con un adecuado control de calidad y experien-
cia contrastada. Deberan utilizarse reactivos homologados, y ser

Agente infeccioso Cribado Prueba de cribado Pruebas de confirmacién
Marcador Método Confirmacién Método

VIH Si Anti-VIH EIA 3.2 0 4.2 gen. Si WSB, LIA

VHA Si IgG anti-VHA EIA No

VHB Si HBsAg? EIA Si Neutralizacién

VHC Si Anti-VHCP< EIA 3.2 gen. Si RIBA, LIA, PCR-C

VHS Opcional IgG anti-VHS EIA No

A4 Sid IgG anti-VVZ EIA, latex No

CMV Si IgG anti-CMV EIA, latex Solo negativos

VEB Sid IgG anti-VCA EIA, IFI Solo negativos

T. gondii Si IgG anti T. gondii EIA No

T. pallidum St Ac no treponémicos RPR, VDRL Si EIA, TPHA, FTA-Abs

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

2Marcadores del sistema e o DNA virico si es HBsAg(+); ?Considerar RNA VHC en hemodializados; Considerar PCR cuantitativa (carga virica) y genotipado para el tratamiento;

dEspecialmente en nifios.
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Tabla 5
Marcadores serolégicos en el donante

Agente infeccioso Marcadores recomendados

Previamente a la donacién

VIH1y2 Anticuerpos totales?
Antigeno p24
VHB HBsAg”
Anticuerpos totales anti-HBc
Anticuerpos totales y antigeno VHD®
VHC Anticuerpos totalesd
HTLV-I/11 Antigeno, anticuerpos IgG¢
T. pallidum Reaginas

Pruebas treponémicas si las reaginas son positivas

Diferidos 24-48 h

CMV IgG o anticuerpos totales
VEB Ig G anti-VCAf
T. gondii IgG (IgM si la determinacién de IgG es positiva)

aV[H1+2, subtipo O, 3.2/4.2 generacién; PSensibilidad analitica: 0,2 ng/ml; Si
HBsAg (+); 4Enzimoensayos de 3.2 generacién; ¢Factores de riesgo u obligatorie-
dad en pais de destino; fTan sélo si el receptor es seronegativo (especial atencién en
el trasplante infantil).

actualizados a medida que aparezcan sucesivas generaciones con
mejores caracteristicas técnicas, buscando la maxima sensibilidad
y valor predictivo negativo, pero sin despreciar la buena espe-
cificidad. Es muy importante que el laboratorio tenga presente
las diversas circunstancias que pueden producir resultados falsos
negativos, como la hemodilucién o la existencia de un periodo ven-
tana en el donante, adoptando las medidas correctoras oportunas
(elaboracién de una buena historia clinico-epidemiolégica, educa-
cién sanitaria, realizaciéon de marcadores especiales o repeticién
de pruebas cuando sea factible, etc.), todo ello tratando de evi-
tar el descarte innecesario de 6rganos. Asi, hay que ser muy cauto
con la utilizacién de pruebas de biologia molecular, pues aportan
tanto ventajas como problemas en este campoS. Los falsos posi-
tivos también son posibles, especialmente en el donante cadaver,
por la presencia de productos de degradacion tisular que lleven a
reactividades inespecificas. Por tltimo, los centros implicados en el
cribado de 6rganos deberian mantener un archivo de sueros y una
trazabilidad perfecta durante un periodo minimo de 10 afios.

La tabla 5 muestra los principales marcadores a realizar en el
cribado. De ellos, algunos se realizaran antes de hacer efectiva
la donacién, como es el caso del VIH-1, VHB, VHC y Treponema
pallidum (T. pallidum), mientras que otros pueden ser diferidos.
Especial atencién se pondra en las caracteristicas del donante y
en su procedencia geografica, lo que obligara a realizar técnicas de
cribado adicionales, como los anticuerpos frente al virus Epstein-
Barr (VEB) en los donantes infantiles, o la investigaciéon de las
tripanosomiasis o el paludimo, entre otros, a veces recurriendo a
técnicas microbioldgicas distintas de la serologia.

Seguimiento postrasplante y monitorizacién microbiolégica

El nimero de los potenciales patégenos que pueden infectar
al paciente trasplantado es amplisimo, lo que complica mucho
la puesta en practica de protocolos sistematicos de monitori-
zacién. Por todo ello, en los Gltimos afios se ha incidido mas
en la correcta evaluacién de donante y receptor, simplificando
en buena parte los protocolos, tratando de adaptarlos a las
peculiaridades del paciente. Las tablas 6 y 7 resumen unos
esquemas basicos de seguimiento propugnados por sociedades
cientificas y grupos de expertos’~9. Respecto a la metodolo-
gia microbiolégica 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 situa-
ciones clinicas complejas, y remitimos al lector al procedimiento
SEIMC del que este articulo es un resumen’. La cartera de servicios
del laboratorio debe ser amplia y contara con técnicas sofisticadas,
con especial énfasis en las pruebas rapidas, como las detecciones de
antigeno o los métodos moleculares. La implantaciéon de un sistema
de calidad de certificacién o acreditaciéon es muy recomendable,
incluso podria ser exigible para todos los hospitales con programa
de trasplante.

Diagnéstico microbiolégico de las infecciones en el trasplantado

El gran niimero de posibles microorganismos que pueden cau-
sar infecciones en el trasplantado es amplisimo, por lo que su
abordaje diagnéstico esta fuera de las posibilidades de este arti-
culo. Remitimos de nuevo al lector al documento original, mas

Tabla 6
Recomendaciones sobre la vigilancia microbiolégica de los pacientes trasplantados de érgano sélido

Caracteristica Recomendacién? Grado de recomendacién® Periodo

Urocultivos de vigilancia en el TR y TRP Si BII Temprano

Cultivo de drenajes biliares en el TH No DIl Temprano

Cultivo de secreciones pulmonares en el TP y TCP¢ St BII Temprano

Cultivo de hongos levaduriformes en el THO No CII Temprano-intermedio

Cultivos de vigilancia de Aspergillus Nod DIl Temprano-intermedio

Vigilancia de la infeccién por el CMV Intermedio-tardio
Pacientes de riesgo en profilaxis sistematica No BIII Intermedio
Monitorizacién del tratamiento antiviral Si All Cuando proceda
Utilizacién de pruebas sensibles cuantitativas® Si BII Siempre

Vigilancia sistematica del VHS (cultivo, antigeno) No CII Temprano

Vigilancia de la infeccién por VEB Nofe CIII Intermedio-tardio

Vigilancia de los herpesvirus humanos 6 y 7 No Cll Intermedio

Vigilancia del VHC en los seropositivos sit BII Continuo

Vigilancia del VHB en pacientes HBsAg+ St BI Continuo

Vigilancia del poliomavirus BK en TR No Cll Intermedio-tardio

Monitorizacién de tratamientos antivirales y antiftingicos Si All Durante el tratamiento

Vigilancia de la reactivacién de T. gondii No CIII Tardio

Fuente: Tomada de Pérez JL et al’, con modificaciones.

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

aCuando no se indica una monitorizacién sistematica, las pruebas de laboratorio se realizaran solo si hay sospecha clinica; PGrado: 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; II: evidencia a partir de opiniones de expertos; “En la primera semana postrasplante; 4Excepto en los trasplantados de pulmén y pulmén-
corazén; ¢Antigenemia o PCR en muestras de sangre o plasma; fExcepto en el paciente de alto riesgo D+/R- para el VEB; 8Cambios previsibles en el futuro con el desarrollo
de técnicas moleculares; "RNA del VHC (cualitativo o prueba cuantitativa de alta sensibilidad analitica); 'Perfil serolégico: HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-HBe, ADN del VHB.
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Tabla 7
Evaluacién microbiolégica en el paciente trasplantado con sospecha de infeccién

Muestra Examen microscépico? Cultivo Pruebas ocasionales
Gram Ziehl-Neelsen Calcofluor Aerobio Anaerobio Micobacterias Hongos Virus

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 Xb XX XX XX Cultivo Legionella,
investigacion P.
jirovecii, antigeno de
VRS u otros virus

Herida quirtrgica X X X XX X X X

Lesi6n 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 ]C, etc.

Catéteres® XX XX

Heces XX Parasitos, toxina de

Clostridium difficile

Fuente: Modificada de LaRocco MT et al®-

CMV: citomegalovirus; HVH-6: herpesvirus humano 6; LBA: lavado broncoalveolar; LCR: liquido cefalorraquideo; PCR-C: reaccion en cadena de la polimerasa; VEB: virus
Epstein-Barr; VHS: virus herpes simple; VRS: virus respiratorio sincitial; VVZ: virus varicela-zéster.
aLa marca XX indica que esta técnica suele realizarse de forma rutinaria; "Sélo en muestras obtenidas con catéter telescopado; “Cultivo semicuantitativo de la punta; Gram

de la conexion y del punto de insercion del catéter.

detallado, centrandonos ahora en algunos microorganismos que,
por su gravedad, frecuencia o impacto asistencial tienen, a nuestro
juicio, una mayor relevancia. En los apartados anteriores se pueden
encontrar también muchas de las claves para un enfoque racional
del diagnéstico microbiolégico.

Infecciones bacterianas

Los pacientes transplantados retinen todos los factores de riesgo
para el desarrollo de las infecciones bacterianas hospitalarias. El
primer mes postrasplante es el periodo de mayor incidencia de
infecciones agudas por bacterias piégenas (tabla 1). En general, no
se ha demostrado la utilidad de los cultivos de vigilancia sistema-
ticos, por lo que el diagnéstico se basara en el conocimiento de los
factores de riesgo y en mantener una elevada sospecha clinica. Una
excepcién podrian ser las infecciones nosocomiales por microor-
ganismos multirresistentes'?, que requieren un abordaje integral
y multidisciplinar y una metodologia comin a otros pacientes
(tabla 8).

Dentro de las infecciones latentes, la tuberculosis tiene
una particular importancia en 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 fre-
cuencia de formas extrapulmonares y diseminadas. La tuberculosis
plantea problemas desde el punto de vista del diagnéstico clinico
y microbiolégico, pero también de tratamiento, por las interaccio-
nes medicamentosas de los farmacos antituberculosos y las drogas

Tabla 8
Vigilancia de la colonizacién por bacterias multirresistentes

inmunosupresoras. Por esas razones, la tuberculosis debe formar
parte de la evaluacién de los candidatos al trasplante, y es en este
periodo donde deben hacerse los mayores esfuerzos diagnosticos
y, si fuese necesario, de tratamiento de la infeccion latente. A pesar
de ello, pueden presentarse casos en el periodo postrasplante y,
por las dificultades diagnésticas mencionadas, el laboratorio debe
dar un soporte tecnolégico y de conocimiento de alto nivel, inclu-
yendo pruebas rapidas y de sensibilidad. El mantenimiento de un
alto indice de sospecha y la buena interconexién entre clinicos y
microbi6logos son, una vez mas, factores claves para diagnosticar
con éxito esta grave complicacion.

Infecciones fiingicas

La poblacién trasplantada cumple todos los factores de riesgo
de infeccién fangica invasiva, siendo un factor clave para desarro-
llarla el grado y la duracién de la neutropenia. Los avances en el
diagnéstico, prevencién y manejo de las micosis han tenido un
impacto muy positivo, contrarrestado con el progresivo acceso al
trasplante de pacientes con factores de riesgo aumentados. Como
oportunistas tipicos, son muchos los hongos que pueden afectar al
trasplantado, entre ellos las candidiasis (con su cambio de espec-
tro hacia especies con resistencia asociada), la criptococosis, la
infeccién por P. jirovecii, las micosis endémicas asociadas a la globa-
lizacién, o los hongos filamentosos poco habituales, pero de dificil
tratamiento (zigomicetos, Scedosporium, Fusarium, etc.). El diagnés-
tico microbiolégico de las micosis, tanto por laamplitud de posibles

Bacteria Muestras clinicas

Heces/rectal Perineal Faringe Nasal Otras
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina +a +++ +4+ e+ ++b
Enterococcus resistente a glucopéptidos At o+ +) — ++
Enterobacterias productoras de BLEE ++++ +++ + — ++
Acinetobacter baumannii multirresistente +H++ ++ ++4+€ - +4++de
Pseudomonas aeruginosa productora de MBL + +++ ++C = +++d

BLEE: 3-lactamasa de espectro extendido; MBL: metalo-(3-lactamasa (resistencia a carbapenemas).
aNo parece de interés para su estudio sistematico, aunque algunos estudios si recogen esta utilidad; ®Aspirado traqueal en pacientes con ventilacién mecanica (++), tilceras
crénicas (+++), orina en pacientes sondados (++); “Mas habitual: esputo, exudado de traqueostomia, etc. en vez de muestras faringeas; 9En especial muestras de exudado de

herida (+++); *Muestra perineal (++++).
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patégenos flingicos como por la inespecificidad de las manifes-
taciones clinicas o su mal pronéstico, resulta muy complejo a la
vez que crucial. Debe hacerse un esfuerzo adicional en desarrollar
técnicas rapidasy faciles de adaptar al trabajo diario del laboratorio,
asicomo en el desarrollo e implantaciéon de técnicas de sensibilidad
a los antiftingicos. La integracion del microbiélogo en los equipos
multidisciplinares tiene un valor afiadido a la hora de racionalizar
el diagnéstico, seleccionando las muestras y técnicas apropiadas
en funcién de la situacién clinica del paciente. La SEIMC ha publi-
cado normas y procedimientos especificos a los que remitimos al
lector!-12,

De todas las micosis, la aspergilosis constituye el ejemplo mas
ilustrativo y la mas frecuente en los trasplantados granulopénicos
tras la candidiasis. La mayoria de infecciones estan causadas por
Aspergillus fumigatus. Le siguen en frecuencia A. flavus, A. terreus,
A. niger y A. glaucus. La incidencia puede alcanzar el 8% en el
TPH. Dentro del TOS, los trasplantados de pulmén son los que tie-
nen mayor iresgo, siendo infrecuente en los renales. Es conocida
la aparicién de brotes nosocomiales de infeccién por Aspergillus
asociados a las construcciones en el hospital o en zonas cer-
canas, lo que se controla mediante habitaciones especiales con
filtros HEPA y flujo laminar. La manifestacién clinica mas fre-
cuente en los pacientes trasplantados es la aspergilosis pulmonar
invasiva.

El diagnoéstico de la aspergilosis es dificil, ya que no existen sig-
nos clinicos caracteristicos, las pruebas de imagen no son siempre
concluyentes y los métodos de laboratorio tienen poca sensibilidad.
Se basara en mantener una elevada sospecha clinica complemen-
tada con varias técnicas de laboratorio, desde las mds simples, como
la observacién microscépica, alas mas novedosas, como las pruebas
moleculares. El examen microscépico es sencilloy rapido, pudiendo
aportar un diagnéstico de probabilidad muy valioso en segiin qué
circunstancias, pero su sensibilidad es insuficiente y no establece el
diagnoéstico definitivo. El cultivo también puede ayudarnos a con-
solidar una sospecha clinica. El valor predictivo positivo del cultivo
en una muestra Gnica es bajo, mejorando con larepeticién del aisla-
miento de la misma especie de Aspergillus y 1a seleccién de muestras
mas representativas del proceso infeccioso (lavado broncoalveolar
[LBA], biopsia, etc.).

La gravedad de la aspergilosis ha forzado la bisqueda de
soluciones diagnésticas alternativas. La deteccién de antigeno
galactomanano por enzimoinmunoensayo ha supuesto un gran
avance en el diagnéstico y control del tratamiento, aunque no
estd exento de limitaciones. Su sensibilidad y especificidad son
variables en los trasplantados, en funcién del tipo de muestra, fre-
cuencia de muestreo y puntos de corte interpretativos. La mayor
experiencia y utilidad se ha demostrado en los TPH granulopé-
nicos, con valores predictivos positivo y negativo del 94,4 y del
98%, respectivamente, precediendo a la aparicién de sintomas
hasta en un 80% de los pacientes. El tratamiento efectivo se sigue
de una disminucién de los valores!3. En relacién con el punto
de corte, actualmente la técnica puede interpretarse de forma
dindmica (indices > 0,5 ng/mL en muestras consecutivas), o esta-
tica (indice > 0,7 ng/mL) en una muestra. Los resultados no han
sido tan concluyentes en los TOS, incluso en los de mayor riesgo,
como los pulmonares, si bien la técnica puede ser un comple-
mento valioso, dadas las dificultades de diagnéstico a las que
hemos aludido. La experiencia y valores de corte se refieren a
muestra de suero. No estan bien definidos con otras muestras,
como el LBA, aunque hay estudios con buenos resultados!. Se
conocen resultados falsos positivos asociados a diversos factores
biolégicos: colonizacién por Bifidobacterium, absorcion de galacto-
manano alimentario en pacientes con EICH crénica, tratamiento
con piperacilina-tazobactam o amoxicilina-clavulanico y reacti-
vidad cruzada con otros hongos como Penicillium, Alternaria o
Paecilomyces. Se debe ser muy cuidadoso durante la realizacién de

la técnica en el laboratorio ya que la contaminacién ambiental por
Aspergillus podria originar también resultados espurios.

En relacién con las técnicas de PCR, la falta de estandariza-
cién del método y la variabilidad de los resultados en los distintos
estudios publicados no aconseja su utilizacién como método diag-
néstico habitual en los laboratorios clinicos y, por el momento,
sigue estando reservada al ambito de la investigacién o a su uti-
lizacién como método adicional.

Infecciones parasitarias

También son numerosos los parasitos que pueden causar pato-
logia en los trasplantados. Algunos de ellos como Toxoplasma gondii
(T. gondii), Leishmania o Cryptosporidium, son prevalentes en la
poblacién de nuestro pais, por lo que deben ser considerados en
todos los pacientes!>. Otros son endémicos de otras areas geogra-
ficas, pero el fenémeno de la globalizacién obliga a tenerlos muy
presentes ala hora del diagnéstico. Es el caso de la malaria o la tripa-
nosomiasis americana, pero también la infestacién por nematodos
como Strongyloides stercoralis, en este caso compartiendo endemia
con ciertas areas de nuestro pais. De nuevo, mucho del esfuerzo
diagnéstico se debe hacer durante la evaluacién de candidatos y
donantes. Es el caso del diagnéstico de la toxoplasmosis, esencial-
mente serolégico, que a su dificultad intrinseca aflade la erratica
respuesta de anticuerpos una vez efectuado el trasplante. Mas que
la utilizacién de técnicas sofisticadas poco habituales en los labora-
torios, una caracteristica comin de muchas de las parasitosis sera
la necesidad de realizar examenes repetidos para lograr el diag-
néstico. No se deben regatear esfuerzos, debido al impacto clinico
que pueden tener algunas de ellas (leishmaniasis, estrongiloidiosis,
etc.).

La enfermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi) es un ejem-
plo paradigmatico del panorama cambiante en la medicina del
trasplante en nuestro pais, debido a las especiales circunstancias
sociolégicas de lainmigracion desde zonas endémicas. Las personas
que proceden o han vivido en estas zonas pueden ser candida-
tos a un trasplante, con el riesgo afiadido de una reactivacién del
parasito, pero tambien se han convertido en donantes potenciales,
con la posibilidad de transmitir la infeccién a través de los 6rga-
nos donados'6. En ambas situaciones, las consecuencias clinicas
son graves. Sin embargo, el diagnéstico de laboratorio es, en con-
junto, insatisfactorio. En la evaluacién pretrasplante se recomienda
el estudio serolégico, para lo que se dispone de reactivos comercia-
les, incluso para diagndstico rapido, pero la recomendacién actual
es utilizar dos pruebas que utilicen antigenos diferentes, lo que obli-
gard en muchos casos a disponer de un centro externo de apoyo. Los
métodos de PCR pueden ser de ayuda, si bien la presencia del para-
sito en la sangre en la infecciéon crénica es intermitente y de baja
intensidad: son posibles los resultados falsos negativos. La estrate-
gia diagnéstica no cambia tras el trasplante, con la consideracién de
que la prueba de PCR podria reflejar una infeccién latente sin reac-
tivacién y que la proporcién de falsos negativos con las pruebas
serolégicas es mayor por el estado de inmunodepresién. Es obli-
gado valorar rigurosamente los resultados de laboratorio junto con
las circunstancias clinicas de cada paciente.

Infecciones viricas

En su conjunto, las infecciones viricas son las que mas conse-
cuencias tienen de cara al trasplante, tanto porque el candidato
pueda albergarlas de forma latente como por la posibilidad de ser
transmitidas por el 6rgano donado o por el propio procedimiento.
Tras el trasplante, estos pacientes tienen un mayor riesgo de sufrir
infecciones viricas debido a su estado de inmunodepresién. De
nuevo, buena parte del esfuerzo diagnéstico de laboratorio debera
hacerse durante la evaluacién de donante y receptor, ya que muchas
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Tabla 9
Muestras adecuadas para el diagnéstico de las infecciones por herpesvirus

Virus Situacién clinica Muestras recomendadas
VHS1y2 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
Infeccion Ex de vesicula, LCR, biopsias,
diseminada LBA
VVZ Infeccién Ex de vesicula, faringeo, LBA
mucoepitelial
Infeccién del SNC LCR
CMV Pretrasplante Suero
Postrasplante Leucocitos, plasma, suero,
orina
Sospecha de infec- Leucocitos, plasma, biopsias,
cién/enfermedad LCR
VHHG6y7 Sospecha de infec- Leucocitos, plasma, biopsias,
cién/enfermedad LCR, suero
VEB ELPT Leucocitos, plasma, suero
VHH 8 Sarcoma de Kaposi Leucocitos, plasma, biopsias

CMV: citomegalovirus; ELPT: enfermedad linfoproliferativa postrasplante; Ex: exu-
dado; LBA: lavado broncoalveolar; LCR: liquido cefalorraquideo; SNC: sistema
nervioso central; VEB: virus de Epstein-Barr; VHH: herpesvirus humanos (6, 7 y 8);
VHS: virus herpes simple; VVZ: virus varicela-zéster.

de las infecciones viricas pueden prevenirse, o al menos aminorar
sus efectos. Entre los diversos virus que pueden afectar al trasplan-
tado citaremos los de las hepatitis A, By C, los retrovirus, en especial
el VIH-1, papilomavirus, poliomavirus JC y BK, asi como también
otros virus habituales en la poblacién general, como los virus respi-
ratorios comunes. No obstante, son los herpesvirus, y en concreto el
CMV, los que tienen mayor incidencia en el trasplante!”. En lo suce-
sivo, nos referiremos a este virus, remitiendo al documento SEIMC!
correspondiente para una informacién detallada de otros virus.

La mayor parte de la patologia asociada a los herpesvirus deriva
de lareactivacién de una infeccién latente, pero cuando se produce
una infeccién primaria, ésta se suele acompaiiar de un cuadro cli-
nico mas grave, que en ocasiones compromete seriamente la vida
del paciente o la viabilidad del 6rgano trasplantado. La aportacién
del laboratorio de microbiologia es crucial para el buen cuidado de
estos pacientes (tabla 9), no sélo desde el punto de vista diagnéstico
sino también para establecer el prondstico y guiar el tratamiento
antivirico!8. EI CMV es un virus muy ubicuo en la poblacién general
y la causa mas importante de infeccién virica en los trasplantados.
En el TOS, las mayores complicaciones se producen en el recep-
tor seronegativo que recibe un érgano de un donante seropositivo,
mientras que en el TPH la seropositividad del receptor se consi-
dera un factor de riesgo. Una caracteristica importante del CMV
es que no todas las infecciones activas (replicacion del virus en
las células permisivas) se traducen en manifestaciones clinicas,
esto es, en la llamada enfermedad por CMV. Este hecho condiciona
también la seleccién e interpretacion de las pruebas de laboratorio,
ya que la enfermedad se produce cuando el equilibrio entre virus
y hospedador se rompe en beneficio del primero, que se multiplica
de forma descontrolada.

Cronoldgicamente, las infecciones son tipicas del segundo o ter-
cer mes postrasplante, pero se pueden presentar de forma mas
temprana y también mas tardia, mas alla del sexto mes, especial-
mente si se realiza profilaxis sistematica con valganciclovir, de larga
duracioén. La forma de presentacion clinica mas habitual es el cua-
dro mononucleésico llamado sindrome viral: fiebre con leucopenia,
trombocitopeniay alteracion de pruebas hepaticas en presencia del
virus en sangre. En los casos mas graves, produce afectacién orga-
nica, siendo la gastrointestinal la mas frecuente. También puede
observarse neumonitis, y mas raramente, encefalitis y esofagitis.
Los efectos indirectos causados por el CMV, debidos a su caracter

inmunomodulador son actualmente motivo de interés y contro-
versia. El impacto clinico del CMV y los avances técnicos recientes
hacen que el diagnéstico de laboratorio tenga una importancia capi-
tal.

En el caso de las infecciones por CMV existen protocolos de
seguimiento de la infeccién/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 ten-
dencia 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 D+/R- sin profilaxis, trasplante de pulmén
o intestino, etc.). El objetivo fundamental que deben perseguir las
pruebas diagnésticas es diferenciar la enfermedad por CMV, la que
cursa con sintomatologia atribuible al virus, de la infeccién activa
asintomatica. Las pruebas cuantitativas en sangre son fundamen-
tales, y se utilizan con tres propésitos: a) predecir la aparicién de
la enfermedad por CMV antes de que ésta se presente, b) diagnos-
ticarla cuando aparecen sintomas compatibles, y ¢) comprobar la
eficacia del tratamiento antiviral.

Las pruebas cuantitativas en sangre pueden realizarse mediante
las técnicas de antigenemia pp65 y de carga viral (ADNemia o vire-
mia). La primera detecta el antigeno pp65 de CMV que expresan
los leucocitos de sangre periférica infectados por el virus mientras
que la segunda cuantifica el genoma del virus. Ambas se corre-
lacionan directamente con la presencia de sintomas, ambas son
perfectamente utilizables para el seguimiento de los trasplantados,
incluyendo las estrategias de tratamiento anticipado (preemptive
therapy) y ambas tienen también ventajas e inconvenientes. Sin
embargo, las mayores posibilidades de estandarizacion, especial-
mente ahora que comienza a introducirse un patrén internacional,
asi como la mayor estabilidad del material diana (ADN frente a la
proteina pp65), hace que muchos laboratorios se decanten progre-
sivamente hacia las pruebas moleculares cuantitativas.

La interpretacién de los valores de carga virica de CMV, se
midan como se midan, continua siendo compleja. Ni siquiera las
pruebas comerciales moleculares, con menor variabilidad técnica,
permiten establecer valores de corte con validez universal, ya que
otros factores relacionados con el paciente, como el tipo de tras-
plante o la pauta de inmunosupresién, asi como la variabilidad
interlaboratorio influyen decisivamente en la cuantificacién. Los
valores que se muestran en la literatura pueden tener valor apro-
ximativo, pero siempre deberan ser precisados con la experiencia
acumulada en cada laboratorio. Ademas, hay que sefialar que la
correlacién es buena en presencia de sindrome viral, mientras que
en la afeccién intestinal, la forma focal mas frecuente de enfer-
medad por CMV, la antigenemia o la ADNmia pueden ser bajas o,
incluso, negativas. Por eso, cuando exista sospecha de enfermedad
focal por el CMV, se recomienda obtener una muestra representa-
tiva del 6rgano afectado para examen histolégico. En este sentido,
hay que seflalar, que salvo para la encefalitis en muestra de LCR,
las pruebas de amplificacién por PCR no establecen el diagnéstico,
dada su gran sensibilidad analitica que permite detectar genoma
virico en ausencia de efecto citopatico marcado.

La determinacién de la carga virica del CMV también tiene inte-
rés para el control del tratamiento. Desde hace afios se dispone
de antivirales con actividad especifica frente al CMV (ganciclovir
y su prodroga valganciclovir, foscarnet, cidofovir) y su administra-
cién se sigue de la negativizacién de los valores de antigenemia
o ADNmia. Cuando esto no ocurre, se plantea la sospecha de apa-
ricion de resistencia. En los trasplantados, este fenémeno es raro
pero bien conocido, aunque el empleo de pautas de profilaxis de
larga duracién plantea interrogantes de cara al futuro. Si bien hasta
el 85% de los fallos terapéuticos obedecen a factores distintos de
la resistencia virica (la llamada «resistencia clinica»), los expertos
recomiendan disponer de pruebas de sensibilidad a los antivira-
les, preferiblemente en centros de referencia experimentados. Para
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llevarlas a cabo, se pueden aplicar métodos fenotipicos o geno-
tipicos. Los primeros reflejan mejor lo que ocurre in vivo, pero
resultan lentos y sélo aplicables en el contexto de técnica de investi-
gacion. Los métodos genotipicos ponen de manifiesto mutaciones
puntuales en el gen UL97 del CMV que conducen a la resistencia
al ganciclovir, las mas frecuentes y de mayor relevancia clinica.
También se produce resistencia por mutaciones en la polimerasa
codificada en el gen UL54 y, en este caso, es posible la resisten-
cia cruzada entre antivirales. Los métodos genotipicos se llevan
a cabo hoy en dia mediante amplificacién directa y posterior
secuenciacion. La interpretacién requiere experiencia para distin-
guir mutaciones con un efecto bien establecido sobre la resistencia
de simples polimorfismos sin traduccién biolégica.
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