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RESUMEN

Introducción: La carga viral de citomega-
lovirus (CMV) se relaciona con el desarrollo de
enfermedades por el mismo. La concentración
de antígeno pp65 se utiliza como indicador de
la carga viral, aunque presenta numerosos
inconvenientes en su realización e interpreta-
ción. La PCR cuantitativa podría tener una alta
sensibilidad y un valor predictivo de las enferme-
dades por CMV.

Métodos: El estudio incluye 100 trans-
plantes renales. En el momento del ingreso se
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realiza una detección de IgM e IgG y en los días
7, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 y 360 se rea-
liza una antigenemia en sangre (pp65) y orina
(AO) y una PCR cuantitativa en sangre (PCR).
Entre noviembre de 2003 y julio de  2004 se
han incluido 55 pacientes que han alcanzado
los 90 días de observación. La edad media
(±DT) de los pacientes fue 51,1 años (±13,2).
El 91% de los pacientes presentaban títulos anti-
IgG positivos y todos tenían títulos anti-IgM
negativos en el momento basal. Resultados:
De total de 392 visitas se encontraron 3 (1%)
muestras positivas con AO, 7 (2,5%) con PCR
y 1 (0,3%) con pp65. El 97,6% de las muestras
fueron PCR y pp65 negativas y 1 (0,3%) fue
PCR y pp65 positiva (una concordancia del
98%). La discordancia entre ambos métodos
fue del 2% (6 muestras PCR positiva y pp65
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negativa). Se vio un caso de fiebre compatible
con infección, con una PCR positiva (749
copias/mL) y pp65 y AO negativas. El 96,6% de
las muestras fueron AO y PCR negativas y el
0,3% fueron positivas para ambos métodos
(una concordancia del 97%). No coincidieron en
el 3% de las muestras.

Conclusión: Los resultados preliminares de
este estudio demuestran que el método PCR
cuantitativo puede ser una herramienta útil y
rápida en la valoración de la infección por CMV.

Palabras clave: Trasplante renal, Antígeno
pp65, citomegalovirus,  cultivo shell-vial, PCR.

SUMMARY

COMPARISON OF QUANTITATIVE PCR
AND ANTIGENEMIA IN
CYTOMEGALOVIRUS INFECTION IN
RENAL TRANSPLANTION RECIPIENTS

Introduction: Cytomegalovirus infection is
a highly common complication in renal trans-
plantation. Viral load of cytomegalovirus is re-
lated to the infection. Antigen pp65 levels are
used as an indicator of cytomegalovirus viral
load, although the technique is difficult to per-
form and interpret. Quantitative polymerase
chain reaction could have a high sensitivity and
predictive value in cytomegalovirus infection.

Methods: The study includes 100 renal trans-
plant recipients. At the time of admission, IgM
and IgG screening were performed. On days 7,
15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 180 and 360, antige-
nemia tests in blood and urine were conducted,
and a quantitative polymerase chain reaction in
blood. A total of 55 patients were recruited be-
tween November 2003 and July 2004 (age: 51.1
±13.2 years) and were all monitored for a mini-

mum of 90 days. 91% of the patients presented
positive anti-IgG titres and all of them presented
negative anti-IgM titres at baseline. All patients
were given Valganciclovir as prophylaxis
throughout the study.

Results: Out of a total of 392 visits, 3 sam-
ples (1%) were found to be positive with urine
antigen, 7 (2.5%) with polymerase chain reac-
tion and one (0.3%) with antigenemia. A total of
97.6% of the samples were both polymerase
chain reaction and antigenemia negative and one
(0.3%) was polymerase chain reaction and
antigenemia positive (98% concordance). Dis-
cordance between both methods was 2% (6
samples were polymerase chain reaction posi-
tive and antigenemia negative). One case pre-
sented fever compatible with infection, and had
a positive polymerase chain reaction (749 cop-
ies/mL) and negative antigenemia and urine
antigen. A total of 96.6% of samples were urine
antigen and polymerase chain reaction nega-
tive, and 0.3% were positive using both tech-
niques (97% concordance). 3% of the samples
showed no agreement.

Conclusion: The preliminary results of this
study demonstrate that quantitative polymerase
chain reaction could be a useful and fast tool to
diagnose and monitor CMV infection.

Key words: Antigenemia, cytomegalovirus,
polymerase chain reaction, shell-vial culture,
renal transplantation.

INTRODUCCIÓN

La enfermedad por citomegalovirus (CMV)
es la infección más importante en el trasplante
de órgano sólido, tanto por su alta prevalencia
(hasta dos tercios de los pacientes trasplan-
tados ha tenido contacto con el virus), como
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por sus implicaciones pronósticas, pudiendo
presentarse desde un cuadro viral inespecífico,
hasta una neumonitis grave y potencialmente
mortal.1-5.

La mayor incidencia de la infección se pro-
duce durante los tres primeros meses postras-
plante3, secundario a  la mayor intensidad de la
inmunosupresión. Se asocia a una menor
supervivencia del injerto debido a que aumenta
la incidencia de rechazo agudo, de nefropatía
crónica del trasplante debido a una mayor
expresión de los antígenos del complejo mayor
de histocompatibilidad tipo II, y en caso de
infección grave por CMV se reduce la inmuno-
supresión como parte del tratamiento, incre-
mentando, en consecuencia, el riesgo de rechazo.
Asimismo, aumenta el riesgo de infecciones por
otros patógenos oportunistas6-8.

Desde el punto de vista diagnóstico es de
importancia vital detectar y cuantificar la carga
sistémica de CMV para predecir la enfermedad
y monitorizar el tratamiento antiviral. Para tal fin,
las técnicas de detección del virus mediante
determinación del antígeno en sangre (pp65),
orina u otros fluidos, así como los métodos de
detección de DNA del virus en sangre, tanto
cualitativos como cuantitativos, han desplazado
a los cultivos clásicos y otros métodos histo-
lógicos9-11. Numerosos estudios han demos-
trado que la carga viral de CMV se asocia con
el desarrollo de enfermedad, utilizándose
actualmente la concentración de antígeno pp65
como indicador de la carga viral3,12-14. Sin em-
bargo, esta técnica es muy laboriosa, el inter-
valo de tiempo entre la toma de la muestra y su
procesamiento debe ser menor a tres horas y
su interpretación requiere personal experimen-
tado. Dado el gran avance en el diagnóstico
precoz, actualmente, es posible determinar la
carga viral, en términos cuantitativos, mediante
amplificación del DNA del CMV, que nos permite
un diagnóstico con una alta sensibilidad,

especificidad y precocidad, anticipándose
incluso a las manifestaciones clínicas, siendo
por lo tanto útil en el tratamiento anticipado o
preemptive9,12,15-26. La carga viral de CMV nos
permite, asimismo, una monitorización de la
profilaxis y del tratamiento27, 28.

PACIENTES Y MÉTODOS

El estudio incluye 100 pacientes trasplan-
tados renales. Los criterios de inclusión son:
Pacientese ≥18 años con posibilidad de
desarrollar infección por CMV. Los criterios de
exclusión: Pacientes en diálisis; hipersensi-
bilidad al Valganciclovir, Ganciclovir, Aciclovir y
Valaciclovir; mujeres embarazadas o en periodo
de lactancia o que no garanticen una contra-
cepción eficaz; neutrófilos <500 cel/µl ,
plaquetas <25.000/µl, hemoglobina <8gr/dl; y
tratamiento concomitante con Imipenen-
Cilastina. Los pacientes son evaluados en
condiciones basales y a los 7, 15, 30, 45, 60,
75, 90, 120, 180 y 360 días del trasplante.
Además los pacientes de riesgo reciben
Valganciclovir ajustado a función renal durante
los tres primeros meses postrasplante.

Características de los pacientes

Se han incluido 55 pacientes entre Noviembre
2003 y Julio 2004 que han alcanzado los 90 días
de observación (4 pat., 7%), los 120 días (20
pat., 36%) o los 180 días (31 pat., 56%). La edad
media (±DT) fue 51,1 ±13,2 años, rango: 23-71
años). El 91% de los pacientes presentaba
títulos anti-IgG CMV positivos y todos tenían
títulos anti-IgM CMV negativos.

El 89% (49 pat.) padecía hipertensión arte-
rial y el 17% (9 pat.) presentaba diabetes en el
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momento del trasplante renal. Los tratamientos
inmunosupresores estaban compuestos por:
Micofenolato Mofetilo (55 pat., 100%), Corti-
coides (55 pat., 100%), Tacrolimus (34 pat.,
62%) o Sirolimus (5 pat., 9%), Daclizumab (24
pat., 44%) o Basiliximab (8 pat., 15%) y Ciclos-
porina (15 pat., 27%). Todos ellos recibieron
Valganciclovir.

PCR

Se estudiaron las muestras de suero mediante
el equipo AmplicorTM CMV Monitor de Roche
Diagnostics (Roche Molecular Systems, Inc.,
Branchburg, NJ 08876 USA). Se trata de una
prueba cuantitativa de amplificación in vitro del
ADN del Citomegalovirus (CMV) en plasma o
suero humano.

La prueba Amplicor CMV Monitor se basa en
cuatro procesos fundamentales: preparación de
la muestra (extracción de ADN), amplificación
del mismo por PCR usando iniciadores espe-
cíficos (LC383 y LC342), hibridación con la
sonda LC(359)y detección de los productos
amplificados.

Se amplifica un fragmento de 365 nucleó-
tidos del gen DNA polimerasa del CMV. La
cuantificación  se realiza mediante un proceso
de amplificación competitiva entre el ADN de la
muestra y un estándar interno. La prueba tiene
un límite de sensibilidad de 400 copias/mL, y un
rango dinámico entre 400 y 200.000 copias/mL.

Se tomaron 200 microlitros del suero de cada
paciente y se procesaron siguiendo las
instrucciones del fabricante29,30.

Prueba de antigenemia de CMV

Se detectó la presencia de antígenos del CMV
en leucocitos extraídos de sangre periférica,

mediante tinción inmunoencimática (DiaSorin
SA Salugia Italia) cuantificando la presencia de
células que expresan el antígeno.

Shell vial

Se analizaron las muestras de orina me-
diante la técnica del Shell vial (Vircell SL Gra-
nada España) que detecta los antígenos
inmediato-tempranos virales producidos en el
cultivo mediante anticuerpos monoclonales con
tinción  enzimática.

RESULTADOS

El estudio ha generado hasta el momento
392 visitas con datos. La antigenuria ha pre-
sentado 3 (1%) muestras positivas, la PCR 7
(2,5%) muestras positivas y la antigenemia 1
(0,3%) muestra positiva. El 97,6% de las
muestras fueron PCR y antigenemia (pp65)
negativas y 1 (0,3%) fue PCR y pp65 positiva
(una concordancia del 98%). La discordancia
entre ambos métodos fue del 2% (6 muestras
PCR positivas y pp65 negativas). Se vio un caso
de fiebre compatible con infección, en el que
una muestra de  PCR fue positiva (749 copias/
mL) y pp65 y antigenuria (AO) negativas. El
96,6% de las muestras fueron AO y PCR
negativas y el 0,3% fueron positivas para am-
bos métodos (una concordancia del 97%). No
coincidieron en el 3% de las muestras.

Otro de los objetivos era comprobar la
precocidad de la PCR en el diagnóstico. Aunque
en este momento no hay datos  suficientes, se
presenta el caso 19 de la figura 1, donde se
comprueba que la PCR se hace positiva 13 días
antes que la IgM y 28 días antes de la aparición
de la antigenuria (Cultivo Shell vial CMV, orina).
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DISCUSIÓN

Con los resultados preliminares de este
estudio,  la concordancia de la PCR cuantitativa
y la antigenemia (Ag pp65) alcanza un 98% y
entre a PCR cuantitativa y la antigenuria (cultivo
Shell-vial) un 97%. Sin embargo, la PCR
cuantitativa presenta más muestras positivas
que la antigenemia o la antigenuria y esto, unido
al caso descrito en la figura 1, nos hace pensar
que la PCR cuantitativa puede anticiparse a la
positividad de los antígenos en sangre y orina.
Aunque no hay, por el momento, datos para
estudiar la sensibilidad y especificidad de los
métodos, los resultados obtenidos hasta ahora
presentan una técnica, la PCR cuantitativa, que
puede sustituir al Ag pp65 o el cultivo Shell-vial
para demostrar la infección por citomegalovirus.
Además puede tener la ventaja de un diag-
nóstico más precoz que la antigenemia, incluso
anterior a las manifestaciones clínicas de la
enfermedad, que nos permitan, por lo tanto, un
tratamiento anticipado o preemptive, en lugar
de una profilaxis universal. El objetivo de la
profilaxis de la infección por CMV es la adminis-
tración de una droga a aquellos pacientes con
alto riesgo de infección, con el fin de evitarla,
siendo los pacientes de mayor riesgo los D+,R-
31-33. Asimismo, son de riesgo aquellos D+,R+,
y aquellos pacientes que aun siendo D-, R+ han
recibido una pauta de inmunosupresión de
inducción con anticuerpos antilinfocitarios.
Dependiendo del estado serológico del donante
y receptor del injerto renal, existen dos formas
de presentación clínica. Infección primaria, en
la que el donante transmite la infección a través
del injerto renal o leucocitos, siendo el receptor
serológicamente negativo (R-). Infección secun-
daria, pudiendo presentarse como una reacti-
vación del CMV latente del receptor, siendo en
este caso el receptor positivo (R+), y el donante
positivo (D+) o negativo (D-), o bien una

reinfección o sobreinfección, donde ambos,
donante y receptor, son positivos (D+, R+) , y la
infección es transmitida del donante al receptor
por una cepa de CMV distinta al de este último.
En nuestro centro hospitalario se realiza una
profilaxis universal a aquellos pacientes consi-
derados de riesgo como anteriormente indi-
cado. El tratamiento anticipado o preemtive
cosiste en la administración del fármaco única-
mente a aquellos pacientes en los que se
detecte la presencia del virus (infección) antes
del desarrollo de las manifestaciones clínicas.
Para tal fin es necesario un seguimiento es-
trecho del paciente, con determinaciones

Fig. 1. Evolución de las determinaciones de PCR, Ag en orina e
IgM. La línea de puntos señala la evolución de la PCR,
indicándose en qué momento comienza su ascenso en sangre.
Posteriormente, se indica en qué momento la determinación de
la IgM y el cultivo shell-vial son positivos, respectivamente
(como es un valor cualitativo, positivo/negativo, se indica sólo
en qué momento son positivos, y no cifra numérica). El resto de
determinaciones no se señalan, puesto que son negativos. La
PCR se positiviza 13 días antes que la IgM, y 28 días antes que
el cultivo shell-vial de orina.
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frecuentes, y con una prueba diagnóstica
altamente sensible. En la actualidad, el patrón
oro o gold standard es la antigenemia en sangre
periférica de CMV (pp65). No obstante, dado que
la PCR es una prueba altamente sensible,
específica, precoz y cuantitativa podría sustituir
a corto plazo a la antigenemia en su uso
cotidiano a nivel clínico.

Aunque no era un objetivo del estudio, hay
que resaltar la eficacia del Valganciclovir como
profilaxis de la infección por  el CMV, dado que
solo existen 11 muestras de un total de 392
visitas donde alguno de los métodos estudiados
presenta positividad.

En la actualidad se dispone de varios fár-
macos antivirales empleados en la infección por
el CMV. El Ganciclovir, de amplio uso en la
práctica clínica por vía intravenosa, está siendo
relegado por otras moléculas dada su escasa
biodisponibilidad por vía oral. El Valganciclovir,
profármaco del Ganciclovir, con mayor biodis-
ponibilidad por esta vía, es el fármaco de uso
más extendido en la actualidad, tanto a nivel
terapéutico, profiláctico o como tratamiento anti-
cipado o preemptive33-35. Los autores prosiguen
la inclusión de pacientes para completar el
estudio.
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