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PALABRAS CLAVE Resumen

Analisis Introduccion: La nefritis tibulo-intersticial asociada al virus BK es una complicacion del tras-
morfométrico; plante renal. La presencia de inclusiones virales denominadas células de decoy en extensiones
Nefritis intersticial; citoldgicas urinarias y los altos titulos de carga viral DNA en plasma, orina, y tejido renal, son
Virus BK; marcadores de replicacion de virus BK.

Citologia urinaria Objetivo: Analisis de la citologia urinaria, para el diagnostico precoz de infeccion de polioma-

virus en pacientes trasplantados renales.
Material y método: Estudio retrospectivo, prospectivo y analitico de 114 citologias urinarias y
carga viral en orina (PCR) realizadas a 33 pacientes con trasplante renal en busca de infeccion
por virus BK. Analisis morfométrico de los 4 tipos de inclusiones virales (células de Decoy) por
infeccion por virus BK utilizando software de imagenes NIS-Elements Advanced Research en su
version 3.0.
Resultados: La citologia urinaria es una prueba diagnostica de screening para la deteccion de
las células de Decoy con una alta sensibilidad del 81,4% y una especificidad de tan solo el 22,6%.
Los 4 patrones citomorfologicos de células de Decoy muestran una dispersion de area y de la
longitud menor del 50% con respecto al valor medio, siendo menor en el tipo celular v.
Conclusion: La probabilidad de que un paciente trasplantado renal e infectado por el virus BK
tenga una citologia con presencia de inclusiones nucleares compatibles con células de Decoy
es alta, aunque su especifidad como signo de replicacion de la infeccion por virus BK es baja.
Los 4 patrones citomorfologicos de células de Decoy deben considerarse subgrupos celulares
diferentes.
© 2012 SEDYT. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.
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Morphometric analysis of urine cytology in patients transplanted kidney with BK virus

Introduction: The interstitial nephritis associated with BK virus is a complication of renal trans-
plantation. The presence of viral inclusions called «Decoy cells» in urinary cytologies and DNA
viral load in plasma, urine and kidney tissue are markers of BK virus replication.

Objective: Analysis of urinary cytology as screening method for the early diagnosis of polyoma-

Material and method: Retrospective and prospective study of 114 urinary cytologies and viral
load in urine (PCR) in 33 patients with renal transplantation infection in search of BK virus.
Morphometric analysis of the 4 types of viral inclusions (Decoy cells) by BK virus infection using

Results: The urinary cytology is an excellent screening method for the early diagnosis of pol-
yomavirus infection in renal transplant patients with a sensitivity of 81.4% and a specificity of
only 22.6%. The 4 patterns of cytomorfologics Decoy cells show a scatter area and length of less

Conclusions: The probability of a renal transplant patient infected by the BK virus having a
cytology with nuclears inclusions compatible with with Decoy cells is high but its specificity as
a sign of infection and replication by BK virus is low. The 4 cytomorphologic patterns of Decoy
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image software NIS-Elements Advanced Research version 3.0.
than 50% from the average value, being lower in type wv.
cells should be considered as a different cell subgroups.
© 2012 SEDYT. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.
Introduccioén

La infeccion primaria por virus BK (VBK) que ocurre durante
la infancia ya sea por via gastrointestinal o respiratoria
es, generalmente, asintomatica pero ocasionalmente puede
dar sintomas respiratorios superiores o de infeccion de vias
urinarias. También ha sido referida la transmision vertical
trasplacentaria''®.

Después de la infeccion primaria, el virus permanece
latente en el huésped en diferentes localizaciones principal-
mente del tracto urogenital y en los tejidos hematolinfoides,
pudiendo ser reactivado por un status de inmunosupresion?.

ELl rifdn parece ser el principal sitio de latencia en el
hombre, pero también puede encontrarse acantonado en el
sistema nervioso central y en la sangre®. Del 80 al 90% de
la poblacion adulta es seropositiva para VBK, iniciandose la
seropositividad a los 10 anos. Se detectan anticuerpos contra
el virus en aproximadamente el 90% de las personas a los 14
anos de edad. En receptores de injertos renales se detectan
anticuerpos contra el VBK entre el 55 y el 73% de los casos
en el momento del trasplante®.

La reactivacion ocurre cuando disminuye la inmuni-
dad celular, pero otras alteraciones, como la isquemia del
injerto, aparentemente, desempefan un papel importante
en la reactivacion. La demostracion del PV en el tejido renal
es necesaria para confirmar, con certeza, la nefritis inters-
ticial asociada al poliomavirus BK (NBK)>.

La pérdida del injerto oscila entre un 10 y un 80% segun la
serie consultada y parece ser menor en centros que tienen
programas de vigilancia y screening activo.

Es importante definir 3 términos en relacion con la infec-
cion por el virus:

- Infeccidn: Evidencia seroldgica o viroldgica de que se ha
tenido contacto con él o se ha desarrollado inmunidad. No
distingue entre latencia y replicacion activa.

- Replicacion: Evidencia de multiplicacion (infeccion activa
o litica), basada en demostrar células con cambio citopa-
tico en la orina (células de Decoy), o bien en encontrar
mRNA de la proteina de replicacion VP1 o demostrar DNA
en orina. La infeccion puede ser primaria o secundaria,
dependiendo de si la replicacion se detecta en un indivi-
duo seronegativo o seropositivo, respectivamente.

- Enfermedad: Evidencia de dafo citopatico y afectacion
del 6rgano diana (demostrado por biopsia). La enfermedad
por virus poliomavirus, por lo tanto, se define sobre la
base de una evidencia histopatoldgica o ultraestructural
del dafio citopatico y organico inducido por el virus''°.

La replicacion por reactivacion inicial parece que
comienza en vias urinarias y el hallazgo mas temprano es
encontrar células con inclusiones en la orina. Estas células
se han conocido como «células trampa» o «células seiuelo»
o células de Decoy®. Actualmente su deteccion se utiliza
exclusivamente para designar las células con inclusiones
caracteristicas del papilomavirus en la orina. Es muy impor-
tante su hallazgo porque:

1) Aparecen antes de que se manifieste la enfermedad
(nefritis intersticial) a través de una disfuncion clinica.

2) Virtualmente todos los pacientes con nefritis intersti-
cial asociada al virus (NBK) tienen abundantes células
de Decoy en orina: la sensibilidad es por tanto del 100%,
aunque muchos pacientes sin la enfermedad también tie-
nen replicacion del virus en el urotelio (hasta un 20%),
por lo que la especificidad es muy baja (29%); es decir,
su valor predictivo negativo es muy alto (casi 100%): si
no hay células de Decoy en orina, en 3 tomas distintas,
practicamente podemos descartar la NBK>-22,

Las técnicas de visualizacion directa de las células de
Decoy son un método sencillo y barato pero tienen la desven-
taja de que no son capaces de distinguir entre los 3 tipos de
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poliomavirus que infectan a los humanos (VJC, VBK y SV40),
ademas de la posible confusion con otras inclusiones virales
tales como citomegalovirus y adenovirus.

Semple et al.2’ demostraron que tanto la citologia urina-
ria como la PCR tienen una sensibilidad de un 100% y una
especificidad de un 93 y 98% respectivamente para la detec-
cién del VBK, al compararlo con los resultados de la biopsia
renal. Ambas pruebas demostraron, por lo tanto, una alta
sensibilidad. Su diferencia radica en su especificidad. Asi,
en este estudio, en 2 pacientes con resultados positivos para
supuesta infeccion por VBK en citologia urinaria y negati-
vos en el PCR, se confirmo infeccion por JC por técnicas de
biologia molecular?®-?,

En esto radica la limitacion de esta prueba. La citologia
urinaria es una buena herramienta para investigar la reacti-
vacion por poliomavirus, pero no es diagnostica. Las células
de Decoy son una caracteristica asociada pero no un hallazgo
patognomonico de la NBK. Su presencia es caracteristica de
la infeccion por VBK y sugiere su diagndstico. La ausencia de
células Decoy en orina excluye el diagnostico de infeccion
por poliomavirus’®.

La identificacion del virus BK en los laboratorios incluye
una citologia urinaria, biopsia renal, la reaccion a la polime-
rasa (PCR) para detectar la presencia de DNA viral en orina
y plasma y la deteccion del RNA mensajero para la carga
viral de la proteina VPI en la orina. La mayor limitacion de
los métodos basados en la deteccion del DNA viral es que
no son capaces de distinguir entre una infeccion latente y la
reactivacion’?-13,

Desde un punto de vista morfologico, las células infecta-
das por PV necesitan ser diferenciadas del dafio citopatico
causado por el citomegalovirus y de las células urotelia-
les atipicas detectables en el curso de una neoplasia del
tracto urotelial. Las células infectadas presentan un gran
nucleo, con una relacion nlcleo/citoplasma aumentada.
Esto, junto a su patron cromatinico, podria llevar a pen-
sar que son células tumorales a un observador no entrenado
en el reconocimiento citomorfologico.

Material y método

El presente trabajo se ha basado en un analisis doble, retros-
pectivo y prospectivo y analitico de 114 citologias urinarias,
realizadas a 33 pacientes con trasplante renal en el Hospital
Universitario La Fe (Servicio de Anatomia Patoldgica) en el
Ultimo ano. El estudio de la citologia urinaria tenia como
finalidad la busqueda de inclusiones intranucleares compa-
tibles con células de Decoy, hallazgos que nos sugieren el
diagnéstico de infeccion por VBK.

El 60% de los pacientes eran de sexo masculino y 4 casos
estaban en edad pediatrica. A 7 de los 33 pacientes se les
realizd mas de una citologia para el screening de la infeccion
por BK y biopsias renal para confirmar el diagnéstico.

Se utilizd como criterios de inclusion:

- Extensiones citologicas con celularidad urotelial, exclu-
yéndose las extensiones acelulares.- Haber realizado de
forma simultanea y en la misma orina deteccion de la
carga viral en orina (PCR), en busca de infeccion por VBK,
a los 33 pacientes trasplantados renales.

Estudio morfométrico

En la segunda parte de nuestro trabajo, realizamos un estu-
dio citomorfométrico de los distintos tipos morfologicos de
célula de Decoy. El estudio morfométrico se ha realizado
mediante el software de imagenes NIS-Elements Advan-
ced Research AR-2007 (KK Corp., 1170AE, Badhoevedorp,
Holanda) en su version 3.0 con los siguientes componentes:

- Ordenador Intel Core™ Duo XP Professional 6600;
2.40 GHz.

- Camara digital CCD de refrigeracion liquida, D5-5Mc Coo-
led DS Camera 5.24 megapixels (KK Corp.) conectada a la
unidad de control DS-U2 (KK Corp.)

- Microscopio Eclipse 80i (KK Corp.) que incluye una unidad
digital de imagen Digital Imaging Head (KK Corp).

Finalmente, los datos son exportados a una tabla Excel
para poder analizarlos con el programa estadistico SPSS 15.0
para Windows?0-28,

Discusion

Desde la década de los 90 se han aplicado al trasplante renal
métodos cuantitativos con el objetivo de mejorar la repro-
ductividad de las lesiones. Aunque actualmente es cada vez
mas generalizada la aplicacion de métodos automatizados
en el estudio morfométrico, se conoce que son métodos
muy laboriosos, que requieren de personal experimentado,
por lo que su uso rutinario en la practica clinica no es uti-
lizado. No asi en estudios investigativos, que cada dia son
mas ampliados.

Especificamente en la nefropatia por BK, en que la prueba
gold standard para el diagnostico sigue siendo la biopsia
renal conjuntamente con la monitorizacion de la carga viral
en sangre, el uso de estudios morfométricos es muy limitado
en la actividad asistencial.

Mediante el estudio de la citologia urinaria comprobamos
que la probabilidad de que un paciente trasplantado renal
e infectado por el VBK tenga una citologia con presencia de
inclusiones nucleares compatibles con células de Decoy es
alta (81,4%). Por tanto, el 81,4% de los pacientes enfermos
de VBK y trasplantados renales tendra una citologia con pre-
sencia de inclusiones nucleares compatibles con células de
Decoy (fig. 1).

Por otra parte, obtuvimos que la probabilidad de que un
paciente trasplantado renal presentase una citologia nega-
tiva, en busca de inclusiones nucleares compatibles con
células Decoy es de 22,6%; o sea, solo el 22,6% de los pacien-
tes seran clasificados como sanos, a partir de los resultados
negativos de la citologia urinaria (fig. 2).

A pesar de que la citologia urinaria es una prueba de
facil aplicacion, de bajo coste, inocua para el paciente y
de facil repeticion o reiteracion, hay casos en que influye
en su diagndstico, como son la preparacion de la muestra y
la experiencia del citélogo que la analiza. La limitacion de
la citologia urinaria esta en que la presencia de las células
Decoy puede corresponder a uno o mas poliomavirus (VBK,
JQ).

Por otra parte, la posibilidad de falsos positivos (92 exten-
siones citologicas en nuestro estudio) es otro aspecto de la
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Validez diagnéstica de la citologia urinaria
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VPN (valor predictivo negativo) VPN = ————
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Figura 1 Cuerpo de inclusion intranuclear (célula de Decoy)
tipo idescrita como en vidrio esmerilado de Célula de Decoy.

citologia urinaria que la hace una prueba de baja especi-
ficidad. Ademas, como prueba diagnodstica no es capaz de
distinguir entre una infeccién latente y la reactivacion, ni
tampoco la existencia de infeccion por otros poliomavirus,
aunque cabe sefalar que en nuestro trabajo no se detecto,

Validez diagndstica de la citologia urinaria
100

77,3 82,3

TFN
TFP
RPP
RPN
VG

O B BN

Citologia urinaria

FN
TFN: Tasa falso negativo TFN = ﬁ + FN

FP
TFP: Tasa de casos falso positivo TFP = W + FP
RPP: Razon de probabilidad positiva

. VP
. Probabilidad_test @® enfermos B Anfermos

Probabilidad_test @ sanos FP
samos

RPN: Razén de probabilidad negativa

. FN
Probabilidad_test (-) enfermos _ Anfermos

RPP =
Probabilidad_test (-) sanos VN/
sanos
Figura 2  Cuerpo de inclusion intranuclear (célula de Decoy)

variante eosinofila granular rodeada por un halo, casi siempre
incompleto (tipo ).

mediante técnicas moleculares, ningln caso de infeccion
por JC. Estos resultados concuerdan con los revisados en
la literatura.

No existe un parametro guia Util para todas las situa-
ciones diagnosticas, por lo que la aceptabilidad de una
prueba depende de la enfermedad estudiada. En nuestro
caso nos propusimos asegurar el diagndstico certero, pues
de la deteccion de la infeccion por VBK, en pacientes tras-
plantados, depende la conducta médica a seguir, y asi se
puede evitar la consecuente neuropatia BK a que lleva dicha
enfermedad. El diagnostico de infeccion por VBK de las cito-
logias sospechosas se realizd por medio de PCR en orina y
solo en 2 casos se confirmé mediante biopsia renal.

Por tanto, lo ideal es buscar un test, de maxima espe-
cificidad, aunque eso implique que dicho test sea de baja
sensibilidad.

La sensibilidad y la especificidad son valores interdepen-
dientes, de forma que si aumenta la especifidad, disminuye
la sensibilidad. Lo ideal para el diagndstico certero es poder
aplicar primero un test muy sensible (detecta todos los casos
posibles de enfermedad: se obtienen muchos FP [92] y pocos
FN [5] como es el caso la citologia urinaria. En la segunda
fase, el objetivo es aplicar un test muy especifico que con-
firme el diagndstico de esos posibles enfermos: se obtienen
muy pocos FP, por ejemplo la determinacion de carga de
DNA viral en orina.

Resulta obvio que lo ideal seria trabajar con pruebas diag-
nosticas de alta sensibilidad y especificidad, pero esto no
siempre es posible. En general, las pruebas de screening
deben ser de alta sensibilidad para poder captar a todos
los enfermos mientras que las pruebas confirmatorias del
diagnostico (ejemplo biopsia renal) deben ser de alta espe-
cificidad, para evitar falsos positivos.

En el analisis morfométrico de las células de Decoy pre-
sentes en la citologia urinaria de los pacientes de estudio
identificamos los 4 tipos de inclusion intranuclear basa-
dos en la publicacion de Nickeleit y Mihatsch, en el ano
2006"3:

- tipo 1: variante basotfila en vidrio esmerilado, es la mas
frecuente (fig. 3)
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Figura3 Variantes morfologicas de cuerpos de inclusion intra-
nuclear (célula de Decoy) finamente granular carente de halo
(tipo m).
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Figura4 Variantes morfoldgicas de cuerpos de inclusion intra-
nuclear (células de Decoy). Variante vesicular con nucleos
marcadamente agrandados y cromatina granular (tipo 1v).
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Figura 5 Andlisis morfométrico de las 4 variantes morfolo-
gicas de las células de Decoy. Determinacion del area y del
diametro longitudinal mayor.

- tipo u: variante eosindfila granular rodeada por un halo,
casi siempre incompleto (fig. 4)

- tipo m: una forma inclusiva finamente granular carente de
halo (fig. 5)

L4 -

Figura 6 Variantes morfoldgicas de cuerpos inclusion intra-
nuclear (Células de Decoy). variante vesicular con nlcleos
marcadamente agrandados y cromatina granular (Tipo v).

- tipo iv: una variante vesicular con nlcleos marcadamente
agrandados y cromatina granular (fig. 6)

El tipo i de inclusion es similar al que se ve en la infec-
cion por citomegalovirus. Las tipicas inclusiones nucleares
por citomegalovirus, generalmente, son mas pequeias
y oranjofilas, rodeadas por un halo claro, parecidas al
tipo i descrito por Nickeleit et al.', pero con inclusiones
citoplasmicas acompafantes.

La variante tipo v es la menos caracteristica y a veces
solo se reconoce después de estudios inmunohistoquimi-
cos para busqueda de PV. Puede imitar la morfologia de
células neoplasicas, hecho que debe tenerse en cuenta al
analizar una citologia urinaria.

Los datos obtenidos al realizar el analisis morfométrico
de longitud y area de las 4 variantes morfoldgicas de las
células de Decoy (fig. 7) reflejan que en modo general no
existe una dispersion mayor del 50% con respecto a la media
de la longitud (tabla 1) y del area (tabla 2), con una buena
regularidad morfométrica de los distintos tipos morfologicos
con respecto al area y el diametro longitudinal mayor.

El tipo v presentd una menor dispersion y, por tanto,
mayor regularidad morfométrica (tabla 3).

Area=go (1) <go (1) <go (i) <go (iv).

Longitud =go (1) <go (i) <go (1) <go (Iv).

1l 1\

Type “decoy cells”

Figura 7 Analisis morfométrico de las cuatro variantes morfologicas de las células de Decoy’’. Determinacion del area y el

diametro longitudinal mayor.
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Tabla 1 Determinacion de la longitud media y la desviacion estandar con respecto a la media de cada tipo morfoldgico

Citologia Longitud del tipo | Longitud del tipo 1l Longitud del tipo i Longitud del tipo v
1 43,16 46,11 19,77 46,94
2 39,15 45,46 19,07 46,13
3 35,32 39,77 18,08 44,51
4 31,32 39,23 20,27 42,74
5 30,17 36,59 23,05 41,44
6 29,91 36,37 23,74 40,10
7 28,54 36,15 28,31 39,55
8 28,44 34,95 26,62 39,37
9 27,89 34,25 20,94 39,08
10 27,83 34,11 17,86 38,36
11 27,61 33,51 18,29 37,60
12 27,55 33,13 22,81 37,34
13 26,61 33,05 21,61 37,15
14 26,42 32,39 17,21 36,92
15 26,08 32,27 23,80 36,43
16 25,20 31,79 20,80 35,94
17 23,68 30,52 17,84 34,94
18 23,24 29,76 22.00 34,81
19 23,17 29,74 26,73 34,76
20 22,86 29,73 26,72 34,48
21 22,21 29,18 30,34 34,44
22 21,33 27,92 16,52 34,39
23 19,79 27,74 15,39 33,91
24 19,53 27,53 24,67 33,81
25 18,56 26,72 27,55 31,65
26 18,31 26,28 25,44 31,64
Media 26,69 33,24 22,13 37,63
DE 05,85 05,09 03,98 04,03
Minimo 18,31 26,28 15,39 31,64
Maximo 43,16 46,11 28,31 46,11

Tabla 2 Determinacion del area media y la desviacion estandar con respecto a la media de cada tipo morfoldgico

Citologia Area del tipo 1 Area del tipo 2 Area del tipo 3 Area del tipo 4
1 155,93 530,53 263,41 735,23
2 200,06 547,56 300,70 789,24
3 205,37 557,88 270,91 855,09
4 218,55 561,72 297,52 862,54
5 233,14 610,97 419,89 918,69
6 251,51 617,99 395,29 945,60
7 256,88 623,48 599,01 963,24
8 299,84 661,69 555,74 988,32
9 306,80 667,67 291,72 1.011,88
10 317,05 688,48 267,25 1.015,54
11 318,33 710,70 236,31 1.019,87
12 325,96 729,98 446,62 1.025,43
13 353,91 833,67 276,59 1.039,89
14 363,13 853,51 158,43 1.044,77
15 365,39 857,96 507,04 1.069,13
16 371,31 863,03 250,77 1.072,91
17 377,84 893,72 179,73 1.085,60
18 392,97 917,04 361,30 1.087,80
19 401,76 919,78 480,37 1.104,28
20 426,60 943,04 461,45 1.107,57
21 450,95 944,50 676,64 1.115,51
22 496,05 954,94 193,47 1.205,34
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Tabla 2 (continuacion)

Citologia Area del tipo 1 Area del tipo 2 Area del tipo 3 Area del tipo 4
23 613,54 982,22 158,92 1.280,72

24 727,72 1.007,18 463,16 1.324,78

25 740,36 1.023,41 561,29 1.335,22

26 894,88 1.052,83 473,41 1.355,05
Media 387,15 790,60 367,19 1.052,28

DE 176,12 165,82 142,84 1.55,07
Minimo 155,93 530,53 158,43 735,23
Maximo 894,88 1.052,83 676,65 1.355,05
Tabla 3 Grado de dispersion con respecto a la media de cada tipo morfoldgico

Tipos morfologicos de célula Decoy

Area

Longitud

Tipo | go(l) = 33542
Tipo 1l go(ll) = %
Tipo i go(lll) = 35%
Tipo Iv go(lV) 1105552*%

x100 = 45, 49%.
x100 = 20, 97%
x100 = 38, 90%
x100 = 14, 73%

go(l) = f?%xmo =29, 18%.
go(ll) = %MOO =15,31%
go(lll) = %% x100 = 17, 70%

20(1IV) %, x100 = 10, 70%
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