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Virus BK en injertos renales: evidencia
histologica de la infeccion
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RESUMEN

Introduccion: La nefritis intersticial (NI) asociada al virus BK (VBK) es una com-
plicacion del trasplante renal. Su verdadera incidencia es controvertida. El objeti-
vo de nuestro trabajo es determinar la incidencia de inclusiones nucleares de VBK
en los especimenes de tejido renal de pacientes trasplantados en un dnico cen-
tro hospitalario.

Materiales y métodos: Todos los especimenes de rifiones trasplantados (n = 838)
fueron evaluados por microscopia dptica. Utilizamos la técnica de reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR), especifica para ADN del VBK, en 41 poblaciones celula-
res obtenidas por microdiseccion, provenientes de casos con inclusiones caracteristi-
cas de este virus, casos con otros cambios nucleares y casos sin cambios citologicos.

Resultados: Identificamos inclusiones de poliomavirus en 6 casos (5 con NIy
uno con inclusiones solo uroteliales). En uno de los casos con NI el ADN estaba
degradado. Por PCR confirmamos la infeccion por VBK en los otros 5. Ninguno
de los casos sin inclusiones fue positivo para ADN del virus.

Conclusiones: Las inclusiones nucleares pueden adoptar cinco formas que pa-
recen ser caracteristicas de la infeccién en rifion. La PCR tiene una alta especifi-
cidad para la infeccion por VBK y usualmente no detecta la infeccion latente.

Palabras clave: Inclusiones nucleares. Nefritis intersticial. Poliomavirus. Tras-
plante renal. Virus BK.

BK VIRUS IN KIDNEY ALLOGRAFTS: A SEARCH FOR HISTOLOGIC
EVIDENCE OF THE INFECTION

SUMMARY

Background. BK virus (BKV) associated interstitial nephritis is a complication in
renal transplantation recipients. Its incidence is controversial. The aim of the pre-

Recibido: 28-X1-2003.
En version definitiva: 16-1V-2004.
Aceptado: 19-1V-2004.

Correspondencia: Dra. Julia Blanco
Departamento de Anatomia Patolégica
Hospital Clinico San Carlos

C/ Martin Lagos, s/n

28040 Madrid

E-mail: mblanco.hcsc@salud.madrid.org

El trabajo de Luis F. Arias es financiado por la Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

480



VIRUS BK EN INJERTOS RENALES

sent study is to determine the incidence of histopathologic evidence of BKV-in-
fection in a single centre.

Materials and methods. Renal allograft tissue samples (n = 838) from 526 pa-
tients undergoing renal transplant were evaluated by light microscopy. Polymera-
se chain reaction (PCR) assay for BKV DNA was performed in 41 microdissected
cell populations from cases with viral inclusions, cases with other nuclear chan-
ges, and cases without nuclear changes.

Results. Polyomavirus-inclusions were identified in six cases (five with interstitial
nephritis and other one with only urothelial infection). In one case with intersti-
tial nephritis the DNA was degraded. PCR confirmed BKV infection in the other
five and was negative in cases without inclusions.

Conclusions. Five patterns of inclusions bodies are observed and they appear
to be characteristic. PCR assay seemingly have a high specificity for BKV detec-
tion and it does not usually detect latent viral infection.

Key words: Polyomavirus. BK virus. Kidney transplant, allograft. Nuclear inclu-
sions. Interstitial nephritis.

INTRODUCCION

Han sido identificadas tres especies de polioma-
virus (PV) que infectan al hombre: virus JC (VJO),
virus BK (VBK) y el virus simio SV40. La infeccion
por el VBK ha sido asociada principalmente con al-
teraciones patoldgicas en el tracto urinario'3. Se
cree que la infeccién se adquiere en la nifiez a tra-
vés de la via respiratoria y también ha sido demos-
trada la transmision vertical (transplacentaria)®. Pa-
rece que los rifiones son el principal sitio de latencia
en el hombre>. En receptores de injertos renales se
detectan anticuerpos contra el VBK entre el 55% vy
el 73% de los casos en el momento del trasplante®”’.
La reactivacion ocurre cuando disminuye la inmu-
nidad celular, pero otras alteraciones, como la is-
quemia del injerto, aparentemente juegan un papel
importante en la reactivacion'. Hemos revisado
todas las biopsias de rinones trasplantados en nues-
tro centro en un periodo de 19 afos. La demostra-
cion del PV en el tejido renal es necesaria para con-
firmar, con certeza, la nefritis intersticial (NI)
asociada al PV3; por ello, iniciamos nuestro trabajo
buscando las alteraciones histolégicas caracteristicas
de la enfermedad. Para confirmar la infeccion usa-
mos la técnica de reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR), cualitativa, especifica para VBK.
Nuestro objetivo es determinar la incidencia de in-
clusiones del VBK en especimenes de injertos rena-
les en nuestro centro.

MATERIAL Y METODOS

Revisamos, retrospectivamente, 838 especimenes
consecutivos provenientes de rifiones trasplantados

(biopsias o nefrectomias) obtenidos en el Hospital
Clinico San Carlos de Madrid (HCSC) entre enero de
1984 y septiembre de 2003. Todos los cortes histo-
l6gicos fueron revisados por microscopia Optica para
buscar inclusiones nucleares sugerentes de infeccion
por PV. Los especimenes provenian de 526 recepto-
res, estas muestras fueron obtenidas entre un dia y
12 afos post-trasplante. Cada paciente tenfa entre 1
y 8 biopsias. En todos los casos en que identifica-
mos inclusiones sugerentes de infeccién por PV rea-
lizamos PCR (n = 6). También hicimos PCR en otros
25 casos correspondientes a tres grupos asi: 1) cinco
casos en los que identificamos células tubulares con
cambios nucleares no caracteristicos de inclusion por
PV, pero, con algunas similitudes (cromatina clara
con aspecto en vidrio esmerilado, cambios vesicula-
res o nlcleos grandes con cromatina gruesa e irre-
gular desplazada o acentuada en la periferia del nu-
cleo), 2) diez casos de injertos renales sin cambios
sugerentes de inclusiones virales, explantados por re-
chazo agudo, nefropatia crénica/esclerosante del in-
jerto o trombosis de vasos renales, elegidos aleato-
riamente; y 3) diez casos provenientes de
nefrectomias de pacientes no trasplantados y sin in-
munosupresion (nefrectomias realizadas debido a
carcinomas, nefropatia obstructiva y displasia renal).

Para la extraccion del ADN preparamos cortes del
tejido a partir del bloque incluido en parafina (4 a
6 micras de espesor). Estos cortes fueron obtenidos
de la misma manera como se hacen los cortes his-
tolégicos habituales. Luego de desparafinar, hicimos
una tincién con H & E de manera convencional, sin
pasar por xilol porque éste puede alterar las pro-
piedades del ADN. En todos los casos de nefrecto-
mia realizamos microdiseccion del tejido con la
punta de una aguja (manual) para seleccionar las
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areas con inclusiones o cambios nucleares, zonas de
la uniéon corticomedular (donde la NI asociada al
VBK es mas frecuentemente encontrada) y urotelio.
En total fueron 41 secciones para PCR provenientes
de los 31 casos: 24 nefrectomias y 7 cilindros de
biopsias con aguja. La extraccion del ADN fue lle-
vada a cabo por digestion con proteinasa K. La se-
cuencia del ADN del VBK fue identificada como ha
sido descrito previamente®. Amplificamos el ADN
por PCR con primeros especificos para la region ini-
cial del PV. Los primeros externos: 5’AAGTCTT-
TAGGGTCTTCTAC3” y 5'GTGCCAACCTATGGAA-
CAGA3’ amplifican un fragmento de 176 pares de
bases, comtn a los virus JC y BK. El par de prime-
ros internos combina un  primer comun:
5’AAGTCTTTAGGGTCTTCTAC3’ con el especifico
para VBK: 5'GAGTCCTGGTGGAGTTCC3'’ para ob-
tener un fragmento de ADN del VBK de 149 pares
de bases. La PCR fue realizada en 30 ciclos de 90
°C por 30 segundos, 50 °C por 45 segundos y 72
°C por 60 segundos, seguidos por un paso de ex-
tension final de 10 minutos a 72 °C. El producto de
la amplificacion del acido nucleico fue sometido a
electroforesis en agarosa al 4% y visualizado por tin-
cion con bromuro de etidio. Usamos como control
positivo una muestra de biopsia renal debidamente
confirmada como infeccion por VBK. Incluimos con-
troles negativos.

RESULTADOS

Identificamos seis casos con inclusiones caracte-
risticas de PV (0,7% de especimenes y 1,1% de re-
ceptores con estudio histolégico). El nimero total de
trasplantados renales en el mismo periodo de tiem-
po fue de 995.

Caracteristicas histopatologicas

Las inclusiones virales estan presentes en las cé-
lulas de tdbulos proximales y distales en cuatro
casos, en células tubulares y en el epitelio urotelial
en un caso y sélo en el urotelio en el caso restan-
te, por lo cual, el diagnéstico de nefritis intersticial
fue confirmado en cinco casos (0,6% de especime-
nes de injertos renales y 1% de los pacientes tras-
plantados que tienen estudio histoldgico). Las inclu-
siones son exclusivamente intranucleares y de cinco
tipos morfoldgicos diferentes: 1) nicleos claros con
aspecto finamente granular y apariencia en «vidrio
esmerilado», con desplazamiento de la cromatina a
la periferia del nicleo (fig. 1a); 2) una inclusion ba-
sofila o anfofila bien definida de material homogé-
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neo («inclusién sélida») (fig. 1b); 3) una inclusion
eosinofilica central rodeada por un estrecho halo
claro (fig. 1c); 4) una masa central irregular, rodea-
da por un espacio claro o vacio que la separa del
anillo de cromatina periférica, algo parecidas a las
inclusiones tipo Cowdry A (fig. 1d); 5) tipicas inclu-
siones tipo Cowdry A (fig. Te). Las inclusiones de los
tipos 1 y 2 se identifican en el urotelio y/o tGbulos
en todos los seis casos, las de tipo 3 y 4 se ven s6lo
en el urotelio en los casos 3 y 4, y las inclusiones
de tipo 5 se identifican sélo en células tubulares del
caso 1. Las células infectadas contienen sélo un
cuerpo de inclusion y estan, a menudo, aumentadas
de tamano.

En los casos con infeccion tubular hay células ne-
créticas descamadas en su luz, denudacion de la
membrana basal, cilindros celulares y granulares, y
grados variables de inflamacion intersticial, con cé-
lulas plasmaticas y tubulitis. Las inclusiones en el
urotelio se localizan predominantemente en las
capas superficiales, con linfocitos y escasos eosiné-
filos en las zonas adyacentes. En las muestras de
biopsia con aguja, las células con inclusiones co-
rresponden, aproximadamente, al 10-20% de célu-
las tubulares. En los especimenes de nefrectomia, las
inclusiones se localizan principalmente en la corte-
za profunda y médula externa, con extensas areas
no comprometidas. En los seis casos la inmunotin-
cion para citomegalovirus fue negativa.

El ADN de una de las muestras con inclusiones
(caso 2) estaba degradado y no fue posible confir-
mar la infecciéon con PCR. Los otros cinco especi-
menes con inclusiones tipicas de PV revelaron ban-
das amplificadas correspondientes al ADN del VBK.
En el caso 4 el ADN del virus fue identificado sélo
en el urotelio y no fue detectado en el tejido renal
con o sin enfermedad linfoproliferativa. Todos los
otros 25 casos estudiados con PCR (32 poblaciones
celulares) fueron negativos para ADN del VBK.

Caracteristicas clinicas
Caso 1

Hombre de 43 anos de edad con insuficiencia
renal crénica (IRC) secundaria a sindrome hemoliti-
co urémico. Trasplante renal de cadaver. Terapia con
tacrolimus (tac), micofenolato mofetil (MMF) y pred-
nisona (PD). Creatinina basal post-trasplante: 1,2
mg/dL. No ha recibido tratamiento anti células T. A
los 11 meses del trasplante aumento de la creatini-
na sérica (CrS) hasta 3,4 mg/dL; se hace biopsia renal
y se documenta la infeccién. Se opt6 por probar un
cambio en el tratamiento: tacrolimus por ciclospori-
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Fig. 1.—a. Inclusion con aspecto en «vidrio esmerilado»; el intersticio muestra infiltrado linfo-plasmocitario (hematoxilina-eosina, au-
mento original: x250). b. Inclusiones nucleares anfofilicas, con aspecto «gelatinoso» en capas superficiales del urotelio (hematoxilina-
eosina, aumento original: x250). c. Urotelio: una inclusion gelatinosa con un estrecho halo claro, bien definido, separando el cuerpo
de inclusion del anillo periférico de cromatina (hematoxilina-eosina, aumento original: x400). d. Urotelio: la cromatina esta desplaza-
da a la periferia por una masa irregular central, rodeada por un halo claro (hematoxilina-eosina, aumento original: x400). e Inclusion
nuclear tipo Cowdry A en una célula tubular (hematoxilina-eosina, aumento original: x400).

na (CsA); la CrS se estabilizé en 3,2 mg/dL ocho
meses después del diagnéstico de NI asociada al
VBK.

Caso 2

Hombre de 57 anos, IRC de etiologia no filiada.
Trasplante renal de donante en muerte cerebral. Tra-
tamiento con CsA-azatioprina-PD. CrS basal post-
trasplante: 1,6 mg/dL. Tres meses post-trasplante pre-
senta elevacion de la CrS hasta 2,5 mg/dL que no
responde a bolos de esteroides por lo que se hace
biopsia. Se evidencia la infeccion ademés de toxi-
cidad aguda por CsA y glomerulonefritis postinfec-
ciosa. El paciente no recibié tratamiento anti célu-
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las T. Después de la biopsia, y sin tratamiento adi-
cional a los esteroides, la creatinina desciende hasta
1,9 mg/dL. El paciente continué con el mismo tra-
tamiento y la funcion del injerto ha permanecido es-
table cuatro afos después del diagndstico de la in-
feccion, con CrS de 2,0 mg/dL.

Caso 3

Hombre de 58 afnos con IRC por glomerulopatia
IgA. Trasplante renal de donante en muerte cerebral.
Tratamiento con CsA-MMF-PD. CrS post-trasplante:
1,8 mg/dL. 75 dias después del injerto ingresa por
deterioro respiratorio debido a infeccién por citome-
galovirus y requiere ventilaciéon mecanica. El pacien-

483



L. F. ARIAS y cols.

te presenta anuria y reinicia hemodialisis. Ciento diez
dias después del implante se explora quirGrgicamen-
te el injerto evidenciandose un aspecto isquémico por
lo que se explanta (en este espécimen se documen-
ta la infeccion por VBK y nefropatia cronica/esclero-
sante del injerto grado lllb segin la clasificacion de
Banff). Se retira inmunosupresion y el paciente me-
jora. No recibié tratamiento anti-células T.

Caso 4

Mujer de 57 afios con IRC de origen no filiado.
Recibe injerto renal de donante en muerte cerebral.
Tratamiento con CsA-azatioprina-PD. Buena evolu-
cion inicial, CrS: 1,7 mg/dL. Un mes después del in-
jerto presenta episodio de rechazo agudo y recibe
tratamiento con globulina antitimocitica, con buena
respuesta. Tres meses después del trasplante presen-
ta deterioro rapido de la funcién renal, CrS: 4,6
mg/dL. Por biopsia se documenta enfermedad linfo-
proliferativa post-trasplante (ELPT) en el rifén im-
plantado. Se hace nefrectomia del injerto y se sus-
pende inmunosupresion. En esta nefrectomia se
encuentra, ademas de la ELPT, infeccion por el VBK.
Dos meses mas tarde la paciente muere por la di-
seminacion sistémica de la neoplasia linfoide.

Caso 5

Mujer de 27 afios con IRC por Sindrome de Al-
port. Un primer trasplante renal se pierde a los tres
afnos por rechazo crénico. Recibe un segundo tras-
plante de cadaver. Tratamiento con tac-MMF-PD.
Once dias después presenta rechazo agudo tratado
con OKT3. La CrS se estabiliza en 1,3 mg/dL. Nueve
meses post-trasplante presenta aumento de la CrS:
3,0 mg/dL. Se toma biopsia en la que se evidencian
las inclusiones virales. Se reduce la inmunosupre-
sién y se cambia el tacrolimus por rapamicina, pero
presenta trombopenia y se cambia por CsA. Recibe
ademas cidofovir. La CrS se ha estabilizado en 2,5
mg/dL cuatro meses después del diagnostico de la
infeccion.

Caso 6

Mujer de 52 afios con IRC de etiologia no filia-
da. Trasplante renal de cadaver. Tratamiento: tac-
MMEF-PD. A los 15 dias del trasplante presenta re-
chazo agudo tratado con OKT3. Continua con buena
funcion: CrS 1,2 mg/dL. 46 meses después del tras-
plante inicia elevacion progresiva de la CrS hasta
3,4 mg/dL. Se hace biopsia en la que se evidencia,
ademas de las inclusiones virales, nefropatia croni-
ca/esclerosante del injerto, grado Ilb segln la clasi-
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ficacion de Banff. Se cambia el tacrolimus por ra-
pamicina y se suministra cidofovir. CrS entre 2,5 y
3,5 mg/dL en los cuatro meses después del diag-
nostico. La orina ha continuado mostrando células
con inclusiones virales en los casos 1, 5y 6.

DISCUSION

En los Gltimos anos la nefropatia asociada al VBK
ha sido reconocida como una importante causa de
disfuncion del injerto renal. Su incidencia es varia-
ble en diferentes centros, desde menos del 1% hasta
el 6,4% de receptores de trasplante renal® . El diag-
nostico histolégico es dificil debido a que las inclu-
siones no se distribuyen homogéneamente en el te-
jido renal. La demostracion de las células «sefiuelo»
o células «trampa» («decoy cells») por citologia de
orina tiene baja especificidad". Entre mas de 350
muestras de orina de trasplantados renales en nues-
tro centro, el 20% muestran inclusiones virales, pero
pocos de estos casos tienen nefropatia por el virus.
La PCR cuantitativa para detectar ADN del VBK en
sangre, parece un método mejor para identificar pa-
cientes con alta probabilidad de tener enfermedad
debida al virus'?, sin embargo, el compromiso renal
necesita ser confirmado por biopsia®. El estudio ci-
tolégico de orina es importante para descartar NI
asociada al virus: si la orina es persistentemente ne-
gativa puede descartarse la enfermedad'. Nuestro
trabajo tiene la seria limitacion de ser realizado a
partir de biopsias, por tanto, desconocemos el esta-
do real de los receptores sin biopsia. Ademas, sa-
bemos que la infeccion afecta areas focales del
organo, asi que en biopsias sin inclusiones no po-
demos descartar la infeccion.

Nosotros usamos la PCR para confirmar la infec-
cion y encontramos ADN del VBK en los cinco casos
con las caracteristicas inclusiones (EI ADN estaba
degradado en el otro caso). Se cree que el rindn es
el principal sitio de latencia del VBK?®, ain asi, no
encontramos ADN del virus en muestras sin inclu-
siones, lo cual sugiere que es necesaria una canti-
dad minima (o un umbral) de ADN para detectarlo.
Otros autores han encontrado una baja cantidad de
ADN de VBK, por PCR cuantitativa, en muestras de
pacientes sin NI asociada al VBK?. La PCR especi-
fica para el virus es una buena prueba confirmato-
ria de la infeccion, pero, la inmunohistoquimica y
la microscopia electrénica son pruebas que también
pueden confirmarla. Encontrar, en una muestra de
injerto renal, uno o varios de los cinco tipos de in-
clusiéon nuclear descritos aqui, sugiere fuertemente
la infeccion por PV, pero, el adenovirus puede in-
ducir cambios tubulares similares'*'>. Nosotros no



sabemos si estos tipos de inclusion representan di-
ferentes estadios del desarrollo del dafo celular, in-
ducido por el virus, o si son la expresién de una di-
ferente carga viral en la célula.

Se ha afirmado que la infeccion por el VBK es una
importante causa de disfuncion del injerto'® ', pero
aln no estad absolutamente probado si las inclusiones
virales constituyen un hallazgo incidental o patogéni-
co. La mayoria de infecciones por el VBK en recep-
tores de injertos renales se presentan como una viru-
ria asintomatica'. La presencia de PV en orina puede
detectarse en el 10% al 45% de los receptores de tras-
plante renal® 3. Haririan y cols.!”” demostraron que la
reactivacion del PV en rifiones nativos de pacientes
trasplantados de pancreas no es infrecuente y, en estos
pacientes, la reactivacion viral no esta asociada con
una alteracién significativa en la funcién renal.

Nuestro trabajo presenta la incidencia de casos
de nefropatia asociada a inclusiones del VBK en los
especimenes histolégicos y no la incidencia de la
enfermedad en nuestro grupo de trasplantados. Para
conocer exactamente la incidencia en receptores de
injertos renales son necesarios estudios prospecti-
vos, con un largo periodo de seguimiento, y estu-
dios serolégicos, citolégicos de orina e histolégicos
periddicos'. El diagnéstico de esta enfermedad es
importante porque implica un tratamiento comple-
tamente diferente al del rechazo o la nefropatia cré-
nica/esclerosante del injerto. Las opciones terapéu-
ticas son limitadas y la respuesta al manejo no suele
ser buena. Se recomienda tratar de reducir, en lo
posible, la inmunosupresiéon y algunos autores han
sugerido la utilidad de un antiviral como cidofo-
vir'®19_ El poco nimero de casos en nuestro estu-
dio no permite establecer correlaciones con la in-
munosupresion o el contexto clinico.

En resumen, la infeccion renal por el VBK puede
estar asociada a nefritis intersticial o puede detec-
tarse en el urotelio sin evidencia de disfuncion renal.
Nuestros datos sugieren que la deteccion de ADN
del VBK por PCR tiene alta especificidad y no suele
detectar infeccion latente. Los cinco tipos de inclu-
sion nuclear presentados aqui son muy sugerentes
de infeccién por PV.
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