CASUISTICA

ISSN 0025-7680
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Resumen La nefropatia producida por el virus BK puede llevar a la pérdida del trasplante renal. El diagndstico
etiolégico es importante debido a que la clinica no permite diferenciar entre nefropatia por virus BK y
rechazo agudo, en donde los tratamientos de estas dos entidades son diametralmente opuestos. El desarrollo re-
ciente de métodos moleculares muy sensibles y especificos como PCR y PCR en tiempo real para virus BK
permiten un diagnéstico de certeza en forma rapida y cuantificar la carga viral presente. El diagnéstico de
nefropatia por virus BK se realiza por inmunohistoquimica en una biopsia renal, pero dada la naturaleza multifocal
de las lesiones, la sensibilidad no siempre es del 100%. Los nuevos métodos de PCR para detectar virus BK en
sangre y orina contribuyen al diagnéstico de nefropatia de una manera mas normatizada y menos invasiva. Mas
aun, la cuantificacion del virus BK en sangre por PCR en tiempo real, ha demostrado ser util en el diagnéstico y
monitoreo de esta enfermedad. En este trabajo se presenta el caso de una paciente transplantada renal con
nefropatia por virus BK y el desarrollo de un método de PCR en tiempo real para la deteccion de virus BK en
sangre y orina. Esta nueva metodologia confirmé el diagnéstico de nefropatia por virus BK lo que permitié un
cambio en el esquema de inmunosupresion y la instauracién de un tratamiento que pudo ser monitorizado utili-
zando la carga viral.

Palabras clave: virus BK, nefropatia, trasplante renal, PCR en tiempo real

Abstact BK virus nephropathy after renal transplantation. Diagnosis and prognosis by real time PCR.
BK virus nephropathy may lead to kidney transplant failure. BK infection and acute rejection are
clinically undistinguishable, therefore diagnosis of these entities is critical to establish the correct treatment. The
new molecular methods using PCR and real time PCR have significantly contributed to the rapid and sensitive
diagnosis of BK virus. Furthermore, viral load determination in plasma has significantly been associated with BK
virus nephropathy. Definite diagnosis of nephropathy requires renal biopsy, although due to the multifocal nature
of the disease sensitivity may be less than 100%. BK detection in blood and urine by PCR has contributed to the
diagnosis of nephropathy in a more standardized and less invasive way. Recently, quantification of BK virus in
plasma has been used for the diagnosis and monitoring of this disease. In the present study, we describe the
validation of a real time PCR method for BK virus detection in plasma and urine and its application for diagnosis
and monitoring in a renal transplant patient with nephropathy.
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El virus BK es un virus de ADN que pertenece a la
familia Polyomaviridae. La infeccion primaria ocurre fre-
cuentemente durante la nifiez y la transmision es proba-
blemente por via orofaringea. Suele cursar en forma
asintomatica o con sintomas respiratorios leves y fiebre.
El virus BK puede permanecer latente en el tracto
urogenital, especialmente en rifién. Durante estadios de
inmunosupresion, este virus puede reactivarse y causar
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enfermedades tales como estenosis ureteral, cistitis
hemorréagica y nefritis tubulointersticial.

La nefropatia por virus BK, descripta hace mas de 30
afios pero reconocida clinicamente por primera vez en
1995, es causa de disfuncion del injerto renal en pa-
cientes trasplantados, pudiendo llevar a la pérdida del
mismo. La nefropatia asociada a virus BK se observa
entre el 1-10% de los casos?. La mayoria de los casos
ocurren dentro del primer afio post-transplante, aunque
se han informado infecciones hasta 3 afios post-
transplante®. La pérdida de injerto puede ocurrir en 10-
80%* de los casos. Estos porcentajes son menores en
aquellos centros donde se realiza una vigilancia periédi-
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ca de infeccioén por virus BK y se instituye un tratamiento
precoz*s.

Los factores de riesgo asociados a la nefropatia por
virus BK incluyen el uso de tres o cuatro clases de dro-
gas inmunosupresoras, en especial en combinaciones
con tacrolimus o micofenolato mofetil, el estado serolégico
negativo para virus BK del receptor y el “mismatch” de
HLA del transplante. El sexo masculino, edad adulta y
enfermedades de base como diabetes mellitus, también
se han asociado con mayor riesgo de desarrollar
nefropatia por virus BK®. El diagnostico de nefropatia por
virus BK se confirma por inmunohistoquimica en biopsias
renales. Sin embargo, dada la naturaleza multifocal de
las lesiones, la sensibilidad se puede ver afectada por
errores en el muestreo’. Por ello, los estudios viroldgicos
como la deteccién de viremia y viruria de BK por PCR
contribuyen al diagndstico de nefropatia.

El diagndstico de infeccion por virus BK puede reali-
zarse por métodos citoldgicos tales como la busqueda
de células “decoy” en orina, o por métodos moleculares
como PCR en sangre u orina. La presencia de células
“decoy” en orina puede utilizarse como método de
tamizaje para la infeccién por virus BK dado su menor
costo y alta sensibilidad para identificar replicacion viral.
Sin embargo, el valor predictivo positivo de nefropatia ha
resultado menor al 20%?® °. Los métodos moleculares
que incluyen la deteccion del ADN del virus BK en san-
gre u orina, alcanzan mayores valores predictivos positi-
vos de nefropatia. La PCR para virus BK en orina tam-
bién puede utilizarse como método de tamizaje para el
diagndstico de nefropatia. Sin embargo, es la deteccion
de virus BK en plasma la que mejor se correlaciona con
esta enfermedad® '°. La cuantificacion del virus BK en
plasma, especialmente cuando es superior a ciertos va-
lores, permite obtener mayores valores predictivos posi-
tivos de enfermedad. Mas aun, la cuantificacion del virus
BK o carga viral, permite monitorizar la evolucion de los
pacientes con nefropatia® 112, Esta cuantificacion se
realiza por métodos de PCR en tiempo real que permiten
asignar un valor absoluto en copias/ml.

En este trabajo presentamos el desarrollo y valida-
cién de un método de PCR en tiempo real para la detec-
cién de virus BK en sangre y orina y su aplicacion en el
diagndstico y seguimiento de nefropatia en una paciente
transplantada renal.

Caso clinico

Se presenta una paciente de sexo femenino de 26 afios que
recibié un trasplante renal, de donante vivo relacionado, en
agosto de 2002. A partir de la semana 77 post-trasplante
(marzo de 2004) la paciente inicié un franco deterioro de su
funcién renal presentando un aumento continuo en los nive-
les de creatinina respecto de su nivel basal de 1.42 mg/dl (Ta-
bla 1). Para el diagnéstico de su deterioro de la funcién re-
nal, se realizaron biopsias renales a distintos tiempos post-
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trasplante (semanas 77, 79, 86 y 90). Las biopsias informa-
ron rechazo agudo grado IB e inclusiones tipo viral (Tabla 1).
Teniendo en cuenta estos hallazgos, se realizaron estudios
para la deteccion de CMV. La antigenemia pp65 fue positiva
(2 nacleos/2 x 10°células) y la PCR en leucocitos para CMV
también fue positiva. La paciente recibié ganciclovir mas
gammaglobulina humana.

Ante la persistencia del deterioro de la funcién renal y la
negativizacion del CMV en sangre, se decidi6 la busqueda
de virus BK en orina. Ante la presencia de inclusiones tipo
viral en la biopsia renal, se tomaron muestras de sangre y
orina a distintos tiempos post trasplante para la deteccion de
virus BK con PCR cualitativa y cuantitativa. Como factor de
riesgo, asociado a nefropatia por virus BK, la paciente pre-
sentaba un esquema de inmunosupresion con tacrolimus,
micofenolato mofetil y esteroides (Tabla 1). Para el desarro-
llo de la PCR en tiempo real para virus BK, se seleccionaron
“primers” que amplifican el gen del antigeno T (un gen tem-
prano)!®, se compararon sondas marcadas con dos fluo-
roforos, FAM-TAMRA Y FAM-BHQ (Black Hole Quencher), y
diferentes condiciones de ciclado. La sensibilidad analitica fue
de 10* copias/ml con ambas sondas utilizadas cuando se
aplicé el esquema de 45 ciclos a 95 °C durante 15 s, 55 °C
durante 30 sy 72 °C durante 30 s. Los resultados de la nueva
PCR en tiempo real correlacionaron con la PCR cualitativa
empleada habitualmente en nuestro laboratorio (Tabla 1). En
la semana 84, la PCR en orina para virus BK fue positiva por
lo cual se rot6 el esquema de inmunosupresion (Tabla 1). La
infeccion por virus BK se confirm6 en la tercera biopsia por
inmunomarcacién con un monoclonal para SV 40 (polioma-
virus). Ademas, se cuantifico el virus BK en orina y sangre a
partir del CT obtenido de 15.46 y 27.89 respectivamente (Fig.
1). En la semana 90 se realiz6 la cuarta biopsia en la cual
persistio el infiltrado intersticial y la positividad con inmu-
nohistoquimica. Teniendo en cuenta que la carga viral para
BK en sangre aument6 a 5 x 10° copias/ml, se agrego trata-
miento empirico con gatifloxacina. En la semana 93, la pa-
ciente mostr6 un incremento de la creatinina a valores de 4.3
mg/dl con altos valores de viremia de BK, por lo tanto se
continué con gatifloxacina. En la semana 113, la creatinina
descendi6é a 3.17 mg/dl y la carga viral para virus BK fue
indetectable en sangre. Si bien la paciente no recupero la
funcion renal inicial, la creatinina plasmatica se estabilizo
posteriormente en 4 mg/dl, con un clearance de creatinina
medido de 19 ml/min. En la actualidad, (octubre de 2006) la
paciente conserva aun su rifién trasplantado y no ha requeri-
do didlisis.

Discusion

Con esta paciente, se destaca la importancia del diag-
néstico de certeza de infeccion por virus BK y la utilidad
para el pronéstico de la enfermedad de los métodos
moleculares. Esta herramienta permiti6 documentar la
presencia del virus en el contexto de un infiltrado in-
tersticial y deterioro brusco de la funcion renal. Estas
caracteristicas morfolégicas también se observan frente
a situaciones de rechazo agudo. Debido a que el trata-
miento de rechazo agudo implica un aumento de la
inmunosupresion, y la replicacién viral requiere una dis-
minucién de la inmunosupresion, es imprescindible con-
tar con herramientas sensibles y especificas que contri-
buyan a determinar un diagnéstico preciso. En esta pa-
ciente, el esquema de inmunosupresion fue disminuido y
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TABLA 1.— Seguimiento de la funcion renal, diagndstico viroldgico y anatomopatoldgico e intervencion terapéutica
en una paciente trasplantada renal.

SEMANAS POST TRASPLANTE

77 79 84 86 90 93 113
Creatinina (mg/dl) 2.12 2.24 2.67 2.9 35 4.3 3.17
Biopsia renal Rechazo Rechazo - Rechazo Rechazo - -
agudo grado agudo grado agudo grado agudo grado
1B IB, inclusiones IB, inclusiones IB, inclusiones
tipo viral tipo viral tipo viral
Inmunohistoquimica - - - Poliomavirus BK - -
positivo virus positivo
PCR CMV (leucocitos) - (+) - ) - ) -
CMV antigenemia (pp65) - (+) 2 nacleos  (-) - ) - -
Virus BK en plasma
2exp6 5exp 6 4expb5
PCR cuantitativa - - - copias/ml copias/ml copias/ml no detectable
PCR cualitativa - - - (+) (+) +) )
Virus BK en orina
> 10 exp 9 > 10 exp 9
PCR cuantitativa - - - copias/ml copias/ml - -
PCR cualitativa - - +) (+) ) - -

Inmunosupresion/
Tratamiento

Metilprednisona  Metilprednisona
Metilprednisolona Metilprednisolona

Metilprednisona
Tacrolimus

Tacrolimus Tacrolimus MMF

MMF MMF Ganciclovir
Gammaglobulina
Ganciclovir

Metilprednisona Metilprednisona Metilprednisona Metilprednisona

Metilprednisolona Ciclosporina MMF Everolimus
Tacrolimus MMF Ganciclovir Gatifloxacina
MMF Gammaglobulina Gatifloxacina

Ganciclovir

Gatifloxacina

MMEF: mofetil micofenolato; CMV: citomegalovirus; (+): positivo; (-): negativo; >: mayor
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Fig. 1.— PCR en tiempo real para virus BK en muestras de
sangre y orina de una paciente trasplantada renal. Las
curvas representan la segunda derivada de la deteccién
de fluorescencia en funcién de los ciclos de PCR. El pico
maximo se correlaciona con el CT (Ciclo que atraviesa el
umbral “Threshold”). Con el CT (15.46 para orina y 27.89
para plasma) se calcula la carga viral en la muestra.

posteriormente rotado frente al diagndstico de certeza
de nefritis por virus BK. Esta intervencion no se hubiera
considerado si s6lo se hubiera sospechado un rechazo
agudo.

A pesar de haberse encontrado un resultado positivo
para CMV en sangre por PCR y antigenemia pp65, la
paciente no presentd enfermedad compatible con CMV

ya que no presento ni colitis, ni hepatitis, ni neumonitis ni
esofagitis. Este hallazgo puntual podria deberse a
reactivacion asintomatica del virus. Sin embargo, recibioé
inicialmente tratamiento empirico con ganciclovir.

La implementacion de la PCR en tiempo real permitié
asociar el valor de carga viral en sangre con la nefropatia
asociada. Se ha postulado que valores de carga viral en
plasma mayores a 1 x 10* copias/ml tienen un mayor
valor predictivo de enfermedad comparado con el hallaz-
go del virus en orina!®2. En nuestra paciente se obser-
varon cargas virales mayores a 1 x 10*copias/ml de plas-
ma, que coincidieron con la presencia de inclusiones
virales en las biopsias renales.

Al momento, no existe un tratamiento especifico para
la enfermedad por virus BK. Sin embargo, dado que se
considera la replicacion viral asociada a un exceso de
inmunosupresion, se han implementado intervenciones
terapéuticas tales como cambio o disminucién de la mis-
ma. El uso de ciertos antivirales tales como cidofovir es-
tan actualmente incorporandose como tratamiento en esta
infeccion®. Llamativamente, en un ensayo piloto realiza-
do en 10 pacientes trasplantados renales con evidencia
de infeccion activa por virus BK se implement6 el uso de
un antibiético de amplio espectro (gatifloxacina) para el
tratamiento de la infeccion por virus BK. En este trabajo,
70% de los pacientes disminuyeron la carga viral en san-
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gre (Chandraker A., et al, American Transplant Con-
gress, Boston, 2004). Basados en estos resultados, se
tratd empiricamente a nuestra paciente con gatifloxa-
cina.

Un consenso reciente ha recomendado el tamizaje
cada tres meses para virus BK en pacientes trasplanta-
dos renales durante los primeros dos afios post-transplan-
te, y luego anualmente hasta cinco afios post-transplante
en muestras de orina. En nuestra institucion, se evalGan
los pacientes trasplantados renales para virus BK por PCR
(cualitativa) en sangre y orina cuando muestran un dete-
rioro de la funcién renal. En aquellos pacientes con un
resultado positivo de PCR en sangre, se determina la
carga viral en plasma por PCR en tiempo real.

En conclusion, este nuevo método de PCR en tiempo
real permitié confirmar el diagnéstico de nefropatia por
virus BK en una paciente trasplantada renal cuya biopsia
demostraba signos compatibles con rechazo. La cuan-
tificacion del virus BK en sangre permitié monitorear la
evolucion de la enfermedad y el clearance del virus. Esta
metodologia molecular de deteccion y cuantificacion del
virus BK por PCR es una herramienta nueva de diagnds-
tico que puede ser utilizada como marcador temprano de
nefropatia por virus BK.
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