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ORIGEN DE LAS INFECCIONES
VIRALES

« Organo trasplantado
 Medio ambiente y entorno del paciente

« Reactivaciones de infecciones antiguas del propio
paciente




METODOS DIAGNOSTICOS DE
LAS INFECCIONES VIRALES

e Serologia
o Presencia de IgM o seroconversion se asocia a primoinfeccion viral

o Poca utilidad en determinados pacientes inmunodeprimidos y en
reactivaciones virales

e Cultivos celulares
o Proceso complejo y lento
o No se realiza en la practica clinica habitual

Métodos
complementarios

* Microbiologia molecular
o Detecta la presencia del genoma del patdégeno
0 Técnica muy sensible: detecta cargas virales bajas
0 Los resultados deben interpretarse en funcion
 de la clinica del paciente
« del ciclo biolégico del virus




CASO CLINICO




CASO CLINICO

Varon de 52 aflos - disnea de minimos esfuerzos y astenia asociada a
palpitaciones desde hace una semana con empeoramiento en los dos
ultimos dias. Llevaba vida activa y con ejercicio fisico hasta hace dos
dias. No sudoracion. Afebril en domicilio. No otros sintomas.

-Trasplante renal en 2010 por enfermedad renal cronica secundario a
nefropatia IgA. En tratamiento con tacrolimus 4 mg/dia y azatioprina 100
mg/dia. Este ultimo desde hace dos meses, modificado por molestias
digestivas con micofenolato.

- Serologia pretrasplante: CMV IgG(+); Toxoplasma IgG(-); VEB IgG(+);
-Tratamiento: Adenuric® 80 mg/dia; Bisoprolol 2.5 mg/dia; Enalapril 10
mg/dia.

-T2 36.8°C. Hemodinamicamente estable. Palidez cutaneo-mucosa.
Ausencia de lesiones cutaneas.

-Auscultacion cardio pulmonar normal.

-Tacto rectal negativo




CASO CLINICO

-Coagulacion: Quick 81% INR 1,15

-Bioguimica: Cr 2,46 mg/dL FG CKD-EPI 29 mL/min PCR 1,13 mg/dL
-Hemograma: Leucocitos 2810 /uL (N 1750/uL ; L 750/uL; M 130/uL)
Hb 5 g/dL (HTO 14,2%; VCM 88,2 fL HCM 31,1 fL) Plaquetas 146.000/uL
- Rx térax: normal

Anemiay
leucopenia en Ingreso a cargo
. -\ trasplantado
D — de

B renal
Wﬂ NEFROLOGIA
(¢

— |

ceToxicidad
farmacologica??



CASO CLINICO

Fiebre de hasta 39°C con muy buena tolerancia y sin
focalidad infecciosa. No lesiones cutaneas. Exploracion
fisica sin cambios

=
3 "\
&ﬂ_, '2 1. Solicitan hemocultivos y urocultivos (-).
2. Inicia meropenem '
o o 3. Eco abdominal: no esplenomegalia.

SP: Leucos 2350/pL (N 1430/pL; L670/uL) Hb 6,7 g/dL
Plaquetas 147.000/pL . (leve anispoiquilocitosis, no

Sospecha clinica (Inmunosuprimido Fiebre +
citopenias):

@ X formas inmaduras, no hemolisis)

1. Anemiay leucopenia secundaria a toxicidad

Aspirado de medula farmacoldgica (interaccion febuxostat/azatioprina) >
Osea Suspendi6é Imurel®

2. Sangrado digestivo - no datos clinico,
hemodinamicamente estable.

3. Infeccioso > PCR CMV negativa; IgG Parvovirus (+) e
IgM (-) = aspirado médula 6sea




CASO CLINICO

Medulograma: Serie roja normocelular. Secuencia )
madurativa conservada. Importantes signos
diseritropoyéticos en mas 10%.  Serie granulomonocita
normal. Linfocitos 2%. Plasmaticas 3% sin atipias.
N J
( N

Microbiologia molecular MO: Carga viral VEB no se detecta.

\PCR leishmania negativa. Parvovirus B19 PCR 1396 Ul/mL

J

—_—_—
o
Tratamiento:
Reactivacion de 1.Inmunoglobulinas 5 Dias
Parvovirus B19 con —
anemia severay 2.GCSF
leucopenia

3.Ajustd inmunosupresion (mantuvo
tacrolimus y suspension de imurel e
inicio de sirolimus)



PARVOVIRUS B19

DNA monocatenario y lineal

Sin envoltura
0 Muy resistentes

Virus muy pequenos (18-26 nm)

Céapside icosaedrica

0 2 proteinas estructurales (VP1y VP2)
o 1 Proteina no estructural citotoxica (NS-1)

Se replican solo en células en mitosis activa
(fase S)

o No codifican elementos para estimular el crecimiento celular




CICLO BIOLOGICO

Lysis by nuclear

and cytoplasmic
membrane

degeneration

eEntrada células mitosis
activa

Structural and

nonstructural *Ciclo litico

proteins

= DNA

QlReceptor principal: antigeno eritrecitico P (globosida)

Dafio a eritroblastos

Farvovirus
B19

Globoside

e

Arresto de la eritropoyesis normal.

Unaciclica dependiente del
NUC[GUS inhibidor de guinasa
OReceptor presente en:
1. Megacariocitos

2. Células endotefiales
3. Placenta

4. Miotandio

lnternaliZEd thFOI.lgh S, Neado Apoptosis activada por caspasa 3 y
coated pits :

Proteinga gue funciona regulando el
avance de |a fase S del ciclo celular

Infects mitotically

active erythroid
precursor cells




PREVALENCIA Y TRANSMISION

 Distribucion mundial: epidémica o esporadica

* Primoinfeccion: entre los 5y los 15 afos de edad
(70%)

< 5 anos 2-20%
5-18 afnos 15-40%
> 18 anos 40-80%




Epidemiologia de la infeccion por B19

Factores viricos

0 Capside resistente a la inactivacion

0 El periodo contagioso precede a los sintomas
o El virus atraviesa la placenta e infecta al feto

Personas de riesgo

o Ninos (edad de escuela primaria)

o Padres de nifios infectados

0 Mujeres embarazadas

o Individuos con alteraciones hematologicas

c .
Wil

:
o ,\
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Meétodos de control
o No existen




Riesgo de transmision

Via respiratoria

Sangre, hemoderivados, trasplante
Materno-fetal

Posible transmision nosocomial




MANIFESTACIONES CLINICAS

TABLE 2 Major diseases caused by B19V infection

Disease(s) Progression Host(s)

Erythema infectiosum Acute Healthy children

Arthropathy Acute or chronic Healthy adults

Hydrops fetalis/fetal loss Acute or chronic Fetus

Transient aplastic crisis Acute Patients with a high rate of red

blood cell turnover, eg.,
sickle cell disease patients

Persistent infection and pure Chronic Immunocompromised patients,
red cell aplasia e.g., HIV/AIDS or
postchemotherapy patients

*Gravedad de los sintomas varia ampliamente
eLa mayoria de inmunocompetentes son asintomaticos




MANIFESTACIONES CLINICAS

e También se ha asociado a:

0 Manifestaciones cutaneas: purpura vasculary
trombocitopénica...

0 Hepatitis

o Miocarditis

o Pericarditis

o Alteraciones neuroldgicas: encefalitis, meningitis...
o Alteraciones autoinmunes

o Fatiga cronica




MANIFESTACIONES CLINICAS

RHA

FIole

Equivalents (ge) Methods Analysis  Analysis loG Gene Expression Reference
711139 2124 75102 Corcioll et al.,
! Bone Marrow \{51.1%] 1000 copies/ 10°cells ~ RT-PCR(gaqp) 1A 75 5y nia / no \ 2008
71182 49/82 Ves, colon polyps al‘q :
Colon 56.6%) na HC nia (59.8%) na n'a I adenocarcinomas lesidns Lietal, 2007
15/30 14430 ' Escheret al.,
Heart na HC nia na nia no '
0% {46.7%) 2008
A5 i
Heat > Lgf']? 847090elug gONA  RTPCR  NR n/a na Jwocartd I yes, inflamed myocardiy 200 %2
060 T21:1221 370478 Quantitative BT-  15/60 Altertations in miRMNA yes, chest pain at rest, Kahl et al.,
Heart n‘a na
(190.0%) copies/ug DNA PCR (25%) EXpression increased LVED 2012
Liver nfa RT-PCR [13”9?5-.‘;} nia nia n/a no Kﬂr&:’g;gﬂ al,
i,
Liver na RT-PCR [Dﬂ’;{f} na na nia no w “g%gg al,
) nested RT- 1117
Liver na PCR (64.7%) n‘a na n'a no i} Arle et al., 2007
Lymphoid 23145 yes, idiopathic Kikuchi- Zhang et al.,
cells na IHG L Y nia Fujimoto disease 2007
LE"TEF;:;M nfa IHC nia {E;g;} na Increased IL-6 no Pﬂl%%m“
- 100-70000ge/  10° N, TI27 yes, systemic Zakrzewska et
Skin : cells RTPCR  yogyy M@ n/a na ___sclerosis _al_2009
i T 32/98 Increased IL-6 and ves, RA synovium with acti Takahashi et
Synovial cells i 995 na HC A @a7%) ™ TNFg (exviv) synovial lesions _al_1998
Testis (1 :]'f:]%} na HC nia Uzg'f 'fé]ﬁ:]- na nia no Pﬂlgé?;al”
. 3112 KETRR . ] YES, papﬁaw thyroid Wang et al.,
Thyroid 3.0%) nfa IHC nia (29.5%) na Activated NF-kB carcinoma 2002
] BA/86 21186 Activated NF-xB- . . . Wang et al,
Thyroid nfa IHC nia na 5, Hashimoto's thyroidfis
yrok 79.1%) (24.4%) Increased L6 ok 2010
Thyroid nia na IHC nia {529’93;} na nia no Adameon etal,
Thyroid nia nia HC nia {3??5?;} [;*E’DB;‘H nia Pa%%fga'--
) 190/218 680-2300 gefug 5176 149218 Adamson et al,
Troid (g7 7%) gDNA RTPCRHC  (671%) (ea3%) ™2 3 2013

IHC=immunohistochemistry
RT-PCR=reverse franscriptase PCR

IL-G6= Intereukin G
THFa=Tumor necrosis factor alpha

end-diastolic diameter



Fases de la PATOGENIA

*Evolucion bifasica

1.Afectacion células precursoras de hematies
o Tropismo del B19 por células de linea eritroide en fase mitosis
0 Replicacion y ciclo litico
o Inhibicién de la eritropoyesis == Anemia

2.Sintomas asociados a la respuesta inmune
o Formacion de complejos inmunitarios ™% Exantema, artralgia

Parvovirus B19 infection disrupts erythropoiesis

Apoptosis

. ﬁ ®
e 7 |
Giant | @ @@ @

proerythroblast
{pronormoblast)

Multipotent
haematopoietic
stem cell

Myeloid
progenitor

Proerythroblast
Bone (pronormo blast)
marrow Basophilic J




Marcadores infeccion

Raal-tma PCR/ IgG ELISA
Real-time PCR/ IgM ELISA r— b 4

s

Molecular
detection/

immune
response

to B19V Bi1oV

DMA
| = . oL
Days — 1 month : r Months several years
Hematology Homoglobin = Pl by eshicaation s wl
events ' hematological parametars
1
0 Roticulocytes
Acute infection Persistence
N . IgM:
e Viremia 9

0 primer Ac que aparece

0 se mantiene positivo durante
unas cuantas semanas

e 1gG:
o Aparece después de la IgM .
0 Se mantiene positiva de por vida

o Primer marcador que aparece

o Desaparece rapidamente en la
mayoria de los pacientes



VIREMIA

La aparicion de Ac hace descender la carga viral

Puede coincidir con la sintomatologia

* En pacientes inmunocompetentes:
o Viremia muy corta (dias)
0 Hasta que aparecen Ac
o0 En paciente con Ac la viremia suele ser indetectable

* En algunos pacientes puede mantenerse positiva a niveles bajos durante
afios en determinados organos

« Enfermedades pulmonares cronicas:
0 se detecta durante afios en m. respiratorias



DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR
PARVOVIRUS B19



Dx EN PACIENTES INMUNOCOMPETENTES

» La presencia de IgM se asocia a infeccion aguda (primoinfeccion)
« LalgG se mantiene constante toda la vida

« La viremia es muy corta: una vez hay Ac, no es util su deteccion por
PCR

________ lviema_____ligv _______llgG_______|Observaciones _

No infeccion NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

Infeccion muy | POSITIVO / POSITIVO NEGATIVO Demostrar

reciente NEGATIVO seroconversion
de IgG

Infeccion NEGATIVO POSITIVO POSITIVO Situacion

reciente habitual

Infeccion NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO

antigua



Un caso especial: VARIAS IgM POSITIVAS

 Infeccidn reciente por varios virus

Técnicas

e Reaccion cruzada moleculares

 Activacion policlonal



DX EN PACIENTES INMUNODEPRIMIDOS

* Primoinfeccion: la respuesta de anticuerpos puede estar
alterada

» Reactivacion: no suele aparecer IgM
* La deteccion de carga viral es el método recomendado

I O C O

Infeccion NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO

antigua

Reactivacion VARIABLE NEGATIVO POSITIVO Valorar con la

o Persistencia POSITIVO clinica del
(Médula osea) paciente

Infeccion POSITIVA VARIABLE VARIABLE

reciente



DIAGNOSTICO DE HYDROPS FETALIS

e La madre presenta infeccion aguda por
parvovirus

Cv Liquido IgM IgG Observaciones
amniotico

Madre POSITIVO POSITIVO POSITIVO

Nifo POSITIVO POSITIVO Valorar con la
clinica del
paciente



NUESTRO PACIENTE

Serologia

e PCR Plasma
o CMV No se detecta
o Parv. B19 No se detecta
e PCR médula 6sea
o VEB No se detecta
o CMV No se detecta
o Leishmania No se detecta
o Parv.B19 Se detecta 1396 Ul/mL

O O 0O O oo o o o o

@]

O O O O ©O

B. BUGDORFERI Ac totales
BRUCELLA-Rosa de bengala
BRUCELLA IG G

BRUCELLA IG M
CITOMEGALOVIRUS IG G
CITOMEGALOVIRUS IG M
Ac. heterofilos V. Epstein-Barr
EPSTEIN BARR IG G
EPSTEIN BARR IG M

PARVOVIRUS B19 Ig G
POSITIVO

PARVOVIRUS B19 Ig M
NEGATIVO

TOXOPLASMA GONDII'lg G
TOXOPLASMA GONDII Ig M
VIH 1+2 AC

Virus Hepatitis E IGG

Virus Hepatitis E IGM

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO



NUESTRO PACIENTE

Serologia IgG
(+), 1gM (-) b Mo:
Parvovirus

B19 CVP +
1396

e Parvovirus B19
e CMV

Parvovirus
Ip— B19S ND

* Herpes

» Serologia: « Carga Viral: e Cuadro
01gG positivo o Plasma negativo compatible
0 IgM negativo o Médula 6sea: positivo

REACTIVACION / PERSISTENCIA DE UNA

INFECCION ANTIGUA POR PARVOVIRUS ASOCIADA
A LA INMUNODEPRESION DEL PACIENTE




CARGAS VIRALES

e Los estudios se realizan con plasma del paciente

« También puede realizarse en otras muestras:

o LCR

0 Médula 6sea

o Liquidos estériles
o Biopsias

e Técnicas muy sensibles y especificas
» Si el patdgeno puede persistir en el organismo

despues de la infeccidon aguda (herpesvirus,
parvovirus,...) valorar con la clinica del paciente



DETECCION POR PCR A TIEMPO REAL

» Deteccidn y cuantificacion

* Muestra: Plasma (tubo de sangre con EDTA)
* Limite de deteccion: 125 Ul/mL

* Rango lineal: 1250-1.250.000.000 Ul/mL

* Reactivos

« Componentes para la amplificacion y
deteccion de Parvovirus B19

 Control Interno (IC)

. C(%%tac)) estandares de cuantificacion (QS1
« Concentraciones estandar de la
secuencia diana del PVB19
. gﬁ}ligrados segun los estandares de la

« Marcado CE



DETECCION POR PCR A TIEMPO REAL

e . . A B
° Interpretamon cualitativa 2 4
: :
e Interpretacion cuantitativa | |
o De la curva estandar |
generada Se eXtrapOIa Cycle Number og Concentration ‘
Ia. CO n Ce ntraC | (,) n Figure 1: Quantification Standards (black), a positive (red) and a negative sample (blue)

displayed in the Amplification Plot [A] and Standard Curve analysis [B]

Detection Channel
Result Interpretation

+ + Parvovirus B19 specific DNA detected. Se detecta XX Ul/mL
No parvovirus B19 specific DNA detected. Sample

- + does not contain detectable amounts of parvovirus B19 No se detecta
specific DNA.

PCR inhibition or reagent failure. Repeat testing from
original sample or collect and test a new sample.

No amplifica




TECNICAS MOLECULARES

e HIV  Chlamydia e Leishmania
* Hepatitis B trachomatis  Trypanosoma
e Hepatitis C * Neisseria cruzi

e Herpesly?2 gonorrhoeae

e Varicella e Bordetella

e Citomegalovirus pertussis

e Epstein Barr e Bacterias SNC

e Parvovirus B19

« Gripe AyB

« VRS

 Zika, Dengue y
Chikungunya
e Virus SNC



CONCLUSIONES

 Diagnodstico de infeccion aguda por parvovirus en paciente
inmunocompetente: estudio serologico porque la viremia desaparece

muy pronto

e Diagnodstico de infeccion persistente en paciente inmunodeprimido
seropositivo:
o No sirve la serologia
o La carga viral en plasma puede ser indetectable o muy baja

* Importante enviar muestra de medula 6sea

» Pacientes expuestos: Presencia de IgG en ausencia de IgM




CONCLUSIONES
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