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CASOS CLINICOS

Infeccion por parvovirus B19 en trasplante
renal. Diagndstico por deteccion del genoma
viral en sangre periférica
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RESUMEN

El parvovirus B19 puede producir un cuadro de anemia conocido como aplasia
pura de células rojas en los receptores de trasplantes de rganos. A veces se asocia a
disminucion de las otras series sanguineas y a variada patologia extrahematoldgica. E/
diagndstico se suele hacer mediante examen de la médula 6sea. El valor de la detec-
cion del genoma viral en sangre no esta bien delimitado. Se describe el caso de un
varén de 17 anos que presenté fiebre, anemia recitulocipénica y hepatitis debida a
infeccion por parvovirus B19, cuyo diagndstico se realizo mediante determinacion
seriada del genoma viral en sangre periférica y se confirmo por biopsia de cresta ilia-
ca. El paciente respondié al tratamiento con inmunoglobulinas, recuperdndose com-
pletamente de los sintomas y no presentando recaidas.

Se sugiere que ante la presencia de anemia de origen no filiado en un paciente con
trasplante renal se debe realizar una PCR de Parvovirus B19 en sangre periférica, sobre
todo si se acompana de reticulocitopenia. La deteccion del genoma viral en plasma per-
mite realizar un diagndstico y tratamiento precoz, evitando la administracion de transfu-
siones sanguineas innecesarias, y posiblemente la realizacion de una biopsia dsea.

Palabras clave: Parvovirus B19, trasplante renal, aplasia pura de células rojas,
inmunoglobulinas.
PARVOVIRUS B19 INFECTION IN A RENALTRANSPLANT RECIPIENT. DIAGNOSIS
BY DETECTION OF VIRAL GENOME IN PERIPHERAL BLOOD
SUMMARY

Parvovirus B19 can produce a picture known as pure red blood aplasia in recipients
of solid organ. Occasionally the viruses cause decrease of the other blood cells, and
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various extra-hematologic manifestations. Common diagnosis is realised by bone
marrow examination. The diagnostic value of the viral genome in the blood stream is
not well defined.

We reported the case of a male of 17 years of age, whose diagnosis was done by
repeated determinations of the viral parvovirus B19 genome in peripheral blood. It
was confirmed by a biopsy of the iliac crest. The patient was treated with unspecific
IgG immunoglobulins, with complete recovery from the symptoms and signs. It did
not have any recurrence of the disease.

This case suggests that the realisation of PCR of Parvovirus B19 in renal transplant
patients with pure red cell aplasia could be of greater interest in the diagnosis and
monitoring of the disease. The detection of the viral genome could avoid the adminis-
tration of unnecessary blood transfusions, and possibly the realization of bone

marrow biopsy.

Key words: Parvovirus B19, renal transplant, pure red cell aplasia, immunoglo-

bulins.

INTRODUCCION

La infeccién por Parvovirus B19 es una rara compli-
cacion infecciosa de los trasplantes de 6rganos. Su
prevalencia es de 1-2% durante el primer afo en la
poblacién infantil y probablemente mucho menor en
adultos. El sintoma principal es anemia, pero a veces
se ha observado leucopenia y trombocitopenia, y en
raras ocasiones se han descrito hepatitis, miocarditis,
vasculitis, glomerulonefritis y fallo respiratorio' 2.

El diagndstico se basa en la presencia en el aspirado
de médula 6sea de hipoplasia eritroide severa y pro-
eritroblastos gigantes y dismérficos, junto con la
deteccion del genoma viral mediante inmunohistoqui-
mica’. La utilidad de otros métodos de diagnéstico no
agresivos esta en discusion. En este sentido, la serolo-
gia es de poco valor en los pacientes trasplantados? y
la deteccion del ADN viral en plasma, aunque proba-
blemente de mayor valor, no esta suficientemente
documentada®°.

Se describe el caso de un receptor de trasplante
renal que present6 un cuadro de aplasia de células
rojas debida a infeccion por Parvovirus B19, cuyo pri-
mer diagndstico se realizé por deteccion del ADN
viral en sangre periférica. Se discute el valor de esta
técnica en el diagnéstico y manejo de la enfermedad.

CASO CLiNICO

Varén de 17 afios de edad, diagnosticado de enfer-
medad de Alport, en didlisis peritoneal automatica
desde agosto de 2000, sin otros antecedentes patol6-
gicos de interés. El paciente era IgG negativo para
Cytomegalovirus (CMV) y para el virus de Epstein-
Barr. Su tipaje HLA era A24,x/B8,44/DR17,x. Recibié
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un primer trasplante renal procedente de un varén de
21 anos, fallecido de traumatismo craneo-encefalico,
HLA A2,X/B6,49/DR11,17, 1gG positivo para CMV e
Epstein-Barr. El tratamiento inmunosupresor de induc-
cién consistié en prednisona (0,5 mg/kg/dia), tacroli-
mus (0,2 mg/kg/dia) y micofenolato mofetilo (1g/dia).
También se administré ganciclovir oral y trimetoprin-
sulfametoxazol como profilaxis de CMV y Pneumocis-
tis carinii, respectivamente. El postoperatorio transcu-
rrié sin incidencias, siendo dado de alta con creatinina
sérica de 1,46 mg/dl.

En la segunda semana postrasplante se objetivaron
episodios de fiebre aislada de hasta 40 °C, acompana-
da de escalofrios, con periodicidad de un episodio a la
semana, que cedian con antipiréticos. Los cultivos de
orina mostraron dos episodios asintomaticos de infec-
cién por Pseudomona aeroginosa que se negativiza-
ron con tratamiento antibidtico. Los hemocultivos y
los cultivos de liquido peritoneal fueron repetidamen-
te negativos. Una ecografia abdominal y un TAC abdo-
minal mostraron un pequefio hematoma de la herida
quirdrgica que se drend, siendo el cultivo negativo. El
paciente se traté con varios cursos de antibiéticos, a
pesar de lo cual la fiebre siempre reaparecia con las
mismas caracteristicas que las descritas anteriormen-
te. Los estudios analiticos mostraron desde la segunda
semana del trasplante anemia importante (Hb 6,5 g/l,
Htcro. 22,4%) normocitica y normocrémica vy reticu-
locitopenia (0,1%) y a partir del segundo mes del tras-
plante discreta leucopenia (3,7 x 10%) y trombopenia
(135 x 10%). Todos los demas estudios analiticos fueron
normales. El paciente recibié seis transfusiones san-
guineas en tres ocasiones diferentes con efecto muy
transitorio, reapareciendo la anemia intensa a los
pocos dias. Se disminuy6 la dosis de micofenolato
mofetil a la mitad y posteriormente se suspendi6. En
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Fig. 1.—Evolucion clinica y virolégica del paciente. Se observa la
recuperacion del hematocrito y la hemoglobina y la erradicacion de
la necesidad de transfusiones sanguineas siguiendo a la administra-
cion de inmunoglobulinas, asi como la negatividad de la deteccion
del genoma del Parvovirus B19 en suero. PCR-B19 indica la detec-
cién positiva o negativa del genoma del Parvovirus B19; IgG la admi-
nistracion de inmunoglobulinas intravenosas; TS transfusiones san-
guineas; Hcto hematocrito y Hb hemoglobina.

esta fecha también se suspendieron el ganciclovir y el
trimetroprin-sulfametoxazol. A pesar de ello la anemia
persistio, por lo que el paciente recibi6 eritropoyetina
a altas dosis, también sin respuesta. Aproximadamen-
te dos meses y medio después del trasplante se objeti-
vO una elevacion de las transaminasas (TGO 78 U/L,
TGP 259 U/L). La determinacién semanal en sangre
periférica de PCR y antigenemia frente al CMV y de
PCR del virus de Epstein-Barr fueron siempre negati-
vas. La deteccion del genoma de otros virus del grupo
herpes (herpes simplex, varicela-zoster y herpes virus
humano 6) fueron negativos. Unicamente se detectd
en tres ocasiones herpes virus humano 7.

Ante la presencia de fiebre, anemia de origen no
filiado que no mejoraba con ningln tratamiento, re-
ticulocitopenia y hepatitis, se decidio realizar detec-
cién de Parvovirus B19 en 6 muestras de plasma alma-
cenadas a -70 °C de diferentes dias después del
trasplante. La PCR de todas ellas fue positiva (fig. 1).
Con la sospecha de infeccién por Parvovirus B19 se
traté al enfermo con gammaglobulina IgG polivalente
(Poliglobin®: 400 mg/kg/dia durante 5 dias consecuti-
vos). Con este tratamiento mejoro la anemia, se nor-
malizaron los reticulocitos, desaparecié la fiebre y se
normalizaron las pruebas de funcién hepatica. La fun-
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cion renal no se alteré en ningiin momento. En las
semanas siguientes al tratamiento se negativizé la PCR
del Parvovirus en plasma (fig. 2). El mismo dia del ini-
cio del tratamiento se realiz6 una biopsia de cresta
ilfaca. El analisis del aspirado mostré aplasia de la
serie eritroide y proeritroblastos gigantes de diversos
tamafios con nucleos con inclusiones de aspecto viri-
co. Las series blanca y plaquetaria eran normales. El
diagndstico fue de aplasia selectiva de médula 6sea de
origen virico.

Un ano después de la enfermedad, el paciente se
encuentra asintomatico, afebril, sin anemia, con prue-
bas de funcién hepdticas normales y con creatinina
sérica de 1,2 mg/dl. Se reintrodujo el micofenolato
mofetil, no observandose recaidas de la enfermedad.
Las determinaciones de anticuerpos 1gG e IgM y la
PCR del Parvovirus B19 persisten negativas.

Estudio viroldgico

Para el diagnostico del Parvovirus se realizé una
amplificacién genémica (PCR) en plasma del paciente
inmediatamente antes, durante y después de los sinto-
mas clinicos. Para ello se realizé una digestién enzi-
matica con proteinasa K de 100 ul de plasma que se
incubaron con 100 ul de tampén de lisis (tampdn PCR,
0,5% igepal, 0,5% tween 20) durante 45 minutos a 56 °C.
Posteriormente se inactivo la proteinasa K con pefa-
bloc mediante una incubacién de 2 horas a 37 °C. Las
muestras se congelaron a -20 °C hasta su uso.

El método de amplificacién utilizado fue una «nes-
ted» PCR en doble tubo donde en la primera ronda de
amplificacion, 10 ul de muestra se afadieron a 40 ul

Fig. 2.—Determinacion del genoma del receptor en muestras de
plasma. De izquierda a derecha: la banda 1 es el control de pesos; la
2,3,4,9y 10 son muestras negativas del paciente; las 5,6 7'y 8 son
muestras positivas correlativas del paciente; la banda 11 es el con-
trol positivo y la 12 el negativo.
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de una mezcla de reaccién que contenia 1 Ul de Taq
polimerasa (Bioline, USA), 50 uM de cada desoxinu-
cleétido-trifosfato (Promega, USA), Tampén PCR (20
mM de Tris.HCI, 25 mM de KCI, 2 mM de MgCl,) y 25
pmoles con unos cebadores externos (TJI[3775-
3792]:5-TTCTTTTCAGCTTTTAGG-3"y R4154 (4171-
4154): 5’TATTCCTGTGACATATTT-3’) que amplifica-
ban un fragmento de 397 pb del gen de la capside VP2.
Esta ronda de amplificacién consté de un paso a 95 °C
durante 5 minutos, 25 ciclos a 95 °C durante 30 segun-
dos, 45 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minu-
to, y un paso final a 72 °C durante 10 minutos. Del pro-
ducto de amplificacién se tomaron 10 ul y se afadieron
a un segundo tubo con una mezcla de amplificacién
que contenia los 25 pmoles de los cebadores internos
(TJ2[3818-38371:5"-TATAAGTTTCCTCCAGTGCC- 3" y
TIN[3975-3956]:5'-TGAATTGCATGGTCTTCATG- 3)
que amplifican un fragmento de 158 pb, y se aplicé un
perfil térmico similar a la primera ronda de amplifica-
cion, pero donde la temperatura de hibridacién de los
cebadores fue de 60 °C en vez de 45 °C, y donde se
aplicaron 35 ciclos en vez de 25. El producto amplifi-
cado se puso de manifiesto en una electroforesis en
gel de agarosa al 2% (fig. 2).

Para comprobar la similitud entre la muestra del
paciente y del rinon del donante (en el que también se
detect6 el Parvovirus en plasma) se realizaron estudios
de secuenciacion del fragmento amplificado, median-
te el método de los terminadores (DNA sequencing
kit: dRhosdamine terminator cycle sequencing;
England) en un secuenciador ABI 310. Las secuencias
amplificadas se compararon mediante el programa
informdtico BLAST de la Biblioteca nacional america-
na (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Las secuencias
del donante y del paciente eran idénticas, pero el frag-
mento utilizado para su estudio (un fragmento muy
conservado), asi como su longitud (muy corto), no per-
mitieron concluir que la fuente de infeccién fuese el
o6rgano trasplantado, aunque parecen indicar esa posi-
bilidad.

Las determinaciones serolégicas IgG e IgM se reali-
zaron mediante una técnica de inmunofluorescencia.

DISCUSION

Nuestro caso muestra a un paciente con una anemia
aplasica inducida por Parvovirus B19, lo que se
demuestra por la deteccion prolongada del ADN viral
en sangre y por la morfologia del aspirado de médula
Osea, que revirtio completamente con la administra-
cién de gammaglobulinas intravenosas. Ademas de la
aplasia, el paciente tiene otras manifestaciones no tan
frecuentes de infeccion por Parvovirus B19, tanto
hematol6gicas como no hematolégicas. Entre las pri-
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meras se encuentran trombocitopenia y discreta leu-
copenia, aunque la manifestacion principal es anemia
que no responde a las transfusiones sanguineas. Tipi-
camente, la anemia se acompana de intensa reticu-
locitopenia, que desaparece (incluso se aprecia reac-
cion reticulocitaria) con la mejoria del cuadro
infeccioso. Entre las manifestaciones no hematologi-
cas destacan la fiebre elevada intermitente y la altera-
cién de las pruebas de funcién hepaticas.

Los Parvovirus son virus pequefios, no encapsula-
dos, de una sola cadena de ADN, que infectan a varios
animales y al hombre. De los dos que infectan al hom-
bre, s6lo el B19 es patdgeno'® . En los sujetos inmu-
nocompetentes causa el eritema infeccioso o quinta
enfermedad exantematica de los nifios y puede produ-
cirtambién crisis aplasicas y artritis. En estos pacientes
la anemia suele ser leve y transitoria, pero en los suje-
tos inmunosuprimidos puede ser grave y persistente,
como consecuencia de la dificultad que tienen estos
individuos para producir anticuerpos'?. La anemia es
debida a que el virus tiene tropismo por las células
precursoras eritroides, ya que éstas tienen un antigeno
P que se comporta como un receptor para el Parvovi-
rus B198. El virus provoca la lisis de las células infecta-
das en la médula ésea’. En nuestro paciente la anemia
no remitié con sucesivas transfusiones sanguineas y se
acompand de importante reticulocitopenia. Esta aso-
ciacion sugiere el diagnéstico de infeccién por Parvo-
virus B19. También se observé trombocitopenia y leu-
copenia discreta. Aunque la mayoria de los casos se
han reportado como anemia pura de células rojas,
algunos de ellos se acompanan de disminucion de las
otras series sanguineas's. En ocasiones se observa
afectacién de otros 6rganos y sistemas, como miocar-
ditis', vasculitis'® y hepatitis'®!7. Esta Gltima se pre-
sent6é también en nuestro paciente. La fiebre elevada
intermitente se observa en ocasiones, sobre todo en
los casos de infeccion severa'®. En este sentido se debe
diferenciar de la enfermedad linfoproliferativa postras-
plante, maxime siendo un paciente joven con serolo-
gia de virus de Epstein-Barr del donante positiva y
receptor negativa. La ausencia de adenopatias en las
técnicas de imagen y la persistente negatividad de la
PCR para el Epstein-Barr en leucocitos de sangre peri-
férica hacian improbable este diagnostico.

Ademas de la afectacién de corazén e higado,
Moudgil y cols., han descrito recientemente' la aso-
ciacion de infeccién por Parvovirus B19 con una glo-
merulopatia colapsante similar a la que se produce en
la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana. Estos autores realizaron un estudio retros-
pectivo en un grupo de biopsias renales con diagnésti-
co de glomeruloesclerosis colapsante y lo compararon
con un grupo control formado por biopsias renales
con los diagndsticos de nefropatia asociada a VIH,



glomeruloesclerosis esclerosante focal y biopsias nor-
males, y observaron que en el 78,3% de las biopsias
del primer grupo se detectd el genoma del Parvovirus
B19, frente a una media de 21,3% en el grupo control.
Sin embargo, el Parvovirus se detect6 también en el
25,8% de las biopsias consideradas normales, por lo
que su deteccion aislada en el tejido renal no indica
necesariamente infeccion activa si no va acompanada
de cambios histolégicos tipicos. Las particulas virales
se localizan en las células parietales y viscerales del
gloméruloy en las células tubulares.

En los sujetos normales, la transmisién del Parvovirus
B19 se realiza a través de las secreciones respiratorias
(fundamentalmente), de la sangre y de la orina. Por este
motivo, la infeccién es muy frecuente y aumenta con la
edad, de tal manera que los sujetos mayores de 50 afios
tienen anticuerpos IgG en un porcentaje de un 75% o
mas. En los individuos mds jovenes la frecuencia de
anticuerpos es menor, como sucedié con nuestro
paciente. En los trasplantes también se ha descrito
infeccion nosocomial?®y transmision por el 6rgano tras-
plantado®'. En nuestro caso el donante era seropositivo
para el virus y el receptor seronegativo. Aunque las
secuencias del genoma del virus del donante y del
receptor eran idénticas, no podemos asegurar que el
virus fuese transmitido por el donante por los problemas
descritos en la metodologia, pero los datos hacen pen-
sar en esta posibilidad como la mas probable.

El diagnéstico clasico de la infeccion se realiza
mediante el examen histoldgico e histoquimico del aspi-
rado de médula dsea. Este método es relativamente agre-
sivo. La deteccion de anticuerpos I1gM o IgG (si el
paciente es seronegativo) es de poca utilidad, pues suele
ser negativa en los trasplantes de 6rganos, como ocurrié
en nuestro caso. Un afio después el paciente no habia
desarrollado anticuerpos 1gG ni IgM. Por el contrario,
durante la infeccién se detect6 el genoma viral en sangre
periférica. Aunque no hay estudios lo suficientemente
amplios que confirmen su utilidad, la determinacién
seriada del genoma en sangre periférica puede ser un
buen método de diagnéstico y de monitorizacion de la
infeccion. Para algunos autores, la deteccion del geno-
ma viral en plasma es un método muy especifico?. En
nuestro caso, la deteccién repetida del genoma viral y su
desapariciéon coincidiendo con la mejoria de los sinto-
mas sugiere que la PCR puede ser un método rapido, no
agresivo y econémico de diagnéstico y seguimiento de
la infeccién y de la monitorizacion del tratamiento.

Los casos descritos en la literatura de infeccién por
Parvovirus B19 en los trasplantes de 6rganos sélidos
son escasos, pero es posible que la infeccion sea mas
frecuente de lo que se diagnostica, ya que en ocasio-
nes remite espontdaneamente??. Un estudio reciente
mostr6 que en el 23% de los trasplantes renales con
anemia se detect6 el genoma del Parvovirus B19, fren-
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te al 5% de los que no tenfan anemia?“. Por otra parte,
la presencia de infecciones viricas en pacientes inmu-
nodeprimidos probablemente indica un estado de
sobreinmunosupresion. En este sentido puede ser de
interés el hecho de que en la mayoria de los casos des-
critos recibian tratamiento con potentes drogas inmu-
nosupresoras, como micofenolato mofetil y tacroli-
mus?.

No existe tratamiento especifico de la infeccién, por
lo que la primera medida a tomar debe ser la disminu-
cién de la inmunosupresion. En ocasiones la supresion
de los antimetabolitos es suficiente para vencer la
infeccién?®, pero esto no ocurrié en nuestro paciente.
En la mayoria de los casos, la administracion de gam-
maglobulinas inespecificas IgG resuelve el problema?”.
Un reciente informe ha ensayado la administracién de
anticuerpos anti-CD52 con buenos resultados?®.

En nuestra opinidn, ante la presencia de anemia de
origen no filiado en un paciente con trasplante renal, se
debe realizar una PCR de Parvovirus B19 en sangre peri-
férica, sobre todo si se acompana de reticulocitopenia.
La deteccion del genoma viral en plasma permite reali-
zar un diagnéstico y tratamiento precoz, evitando la
administracion de transfusiones sanguineas innecesa-
rias, y posiblemente la realizacién de una biopsia 6sea.
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