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ALTERACIONES HISTOLOGICAS EN LA INFECCION POR VIRUS DEL POLIOMA
HUMANO TIPO BK EN BIOPSIAS DE ALOINJERTOS RENALES

ANTECEDENTES:

La familia papovavirus contiene dos virus del polioma de importancia clinica: el virus
BK (poliomavirus hominis 1) y el virus JC .(poliomavirus hominis 2) **. Ambos
carecen de una capsula y tienen un diametro de 45 nm con un genoma circular de
doble cadena de 5300 pb *

Los virus del polioma humano tipos JC y BK fueron descritos en 1971 y se ha
informado recientemente que constituyen una de las causas de disfuncion de
aloinjertos renales *.

Estos virus comparten entre si y con el virus simiano 40 (SV40) 69 a 75% de
homologia *.

La nefritis intersticial producida por el virus BK puede asociarse con disfuncion del
injerto, lo cual puede ser erroneamente atribuido a rechazo si no se reconocen los
efectos citopaticos y las inclusiones virales en la biopsia. El virus BK es el mas
frecuente, pero puede coexistir con el virus JC 7.

Desde que fue descrita por primera vez en 1995 la nefropatia asociada con el
poliomavirus tipo BK es una causa importante de falla al aloinjerto en pacientes
receptores de transplante renal **.

La infeccion por el virus de polioma BK posterior al transplante renal es
generalmente asintomatica, pero puede presentarse hasta en el 10% de los
pacientes como una estenosis ureteral ®* o nefritis intersticial en el aloinjerto
(nefropatia por virus BK) y como una cistitis hemorragica en receptores de
transplante de médula ésea °.

Tipicamente la infeccion primaria con el virus BK ocurre durante la infancia y no
produce sintomas especificos. La prevalencia serologica informada en adultos es de
hasta 80% y sugiere que ambos son transmitidos independientemente uno de otro,
probablemente por la via oral o respiratoria *’. En el estadio latente el virus se
localiza en el epitelio renal y en sangre periférica ®’. La reactivacion viral ocurre
cuando la inmunidad celular esta alterada (por inmunosupresion, embarazo, diabetes
no controlada, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, terapia con corticosteroides
y uso de farmacos antirrechazo posterior a transplantes) *®. La infeccion activa y
asociada a enfermedad clinica ha sido demostrada solo en pacientes
inmunosuprimidos *

La infeccion es dificil de tratar y lleva a gran falla del injerto hasta en un 45% de los
pacientes afectados. Generalmente los pacientes presentan la infeccion entre 2 y 60
meses posteriores al transplante (media de 9 meses) y tienen concentraciones
séricas elevadas de creatinina que puede simular tanto una necrosis tubular aguda o
un rechazo **.



En receptores de aloinjertos renales el incremento en la replicacion del virus es
faciimente detectable en la orina por la presencia de “células sefuelo” (“decoy cells’),
las cuales contienen cuerpos virales de inclusion intranucleares caracteristicos. Se
ha informado que la deteccion de las “células sefiuelo” en pacientes seguidos con
citologias urinarias tiene un valor predictivo positivo bajo (menor del 20%). La
presencia del virus BK en plasma por el método de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para detectar el DNA viral tiene una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 88% *.

El virus tiene tropismo por el epitelio transicional, tubular y parietal de la cépsula de
Bowman. La disfuncion renal causada por la infeccion por el virus BK se debe a la
necrosis tubular y a la pérdida de las membranas basales tubulares. El epitelio
tubular dafiado permite el paso de fluido tubular hacia el intersticio, causando atrofia
tubular y fibrosis intersticial, ambas claramente relacionadas con la insuficiencia
renal. La expansion del virus de produce inicialmente por contagio célula-célula. Por
otro lado, las membranas basales tubulares dafadas permiten el paso de particulas
virales hacia los capilares tubulares, io que permite la expansion de la enfermedad y
por otro lado la deteccion precoz de DNA viral en el plasma, incluso antes de que se
produzca disfuncion renal. El diagnostico de nefropatia por virus BK se basa en los
hallazgos histologicos de la biopsia del injerto renal .

Los hallazgos microscopicos informados en biopsias cuyo diagnéstico inicial de
infeccién por virus BK se establecieron en un periodo de 11.5+¢_ 13.0 meses
posterior al transplante fueron: inclusiones virales en 5 a 80% del parénquima
examinado, las cuales se observaron en los tubulos proximales y distales, y
consistieron en inclusiones intranucleares bien definidas de material homogéneo
basofilo y con disposicion periférica de la cromatina nuclear.

En 4% de los casos las inclusiones virales se presentaron en ausencia de una
respuesta inflamatoria 7.

A lo largo de toda la nefrona pueden encontrarse células con signos citopaticos pero
son més abundantes en los segmentos tubulares distales y conductos colectores y,
de forma ocasional, en células parietales de la capsula de Bowman. Los podocitos,
las células endoteliales y mesenquimatosas no parecen ser infectadas por el virus
BK '

Nickeleit y cols. Describen 4 variantes diferentes de cuerpos de inclusion
intranuclear:
» Tipo 1: Variante basdfila en vidrio esmerilado, es la mas frecuente
¢ Tipo 2. Variante eosinofila granular rodeada por un halo, casi siempre
incompleto.
¢ Tipo 3: Una forma finamente granular carente de halo

¢ Tipo 4. Una variante vesicular con nlcleos marcadamente agrandados y
cromatina granular.



El tipo de inclusion tipo 2 es similar al que se ve en la infeccion por citomegalovirus.
La variante tipo 4 es la menos caracteristica y a veces solo se reconoce después de
estudios de inmunohistoquimica para busqueda de virus del polioma **

El infiltrado inflamatorio intersticial linfoplasmocitario estuvo presente en el 95% de
los casos y la tubulitis se observd en 80% de los casos. Colecciones focales de
neutréfilos intratubulares estuvieron presentes en aproximadamente 30% de los
casos.

La clave para establecer el diagndstico en biopsias de aloinjertos renales es
reconocer las inclusiones del virus BK en las células tubulares renales y las células
epiteliales glomerulares. Ademas la identificacion de las células infectadas recae de
una manera importante en el andlisis de inmunohistoquimica o hibridacion in situ **
Aunque los hallazgos histologicos en la infeccién por el virus BK son bastante
caracteristicos, el diagnéstico diferencial se plantea, por una parte, con otras
infecciones virales que también pueden afectar el rifion como el virus del herpes
simple, adenovirus y frecuentemente con citomegalovirus; ademas otros procesos en
los que se incluyen toxicidad a tacrolimus o ciclosporina A, rechazo agudo severo,
rechazo cronico y necrosis tubular aguda, pueden ocasionar cambios tubulares
reactivos y degenerativos que imitan el efecto citopatico viral **.

El tratamiento de los pacientes con nefropatia por virus BK es un reto. Aun cuando el
examen de las biopsias muestre inflamacién de los tibulos, elevando la posibilidad
de un rechazo subyacente, la mayoria de los pacientes tienen poca respuesta o
solamente una respuesta transitoria a los glucocorticoides. El hecho de reducir la
dosis de los farmacos inmunosupresores disminuye la carga viral pero incrementa el
riesgo de rechazo. Este dilema se observo en 7 de 20 receptores de transplantes con
nefritis intersticial asociada al virus BK, con pérdida del aloinjerto entre los 2 y 25
meses posteriores al diagnoéstico. Cuando la nefropatia por virus BK es
diagnosticada, el tratamiento debe incluir de manera juiciosa disminucion en la dosis
de farmacos inmunosupresores y una monitorizacion estrecha del paciente estando
atentos al establecimiento del rechazo. Desafortunadamente no hay ninguna terapia
especifica disponible. Las inmunoglobulinas humanas han sido administradas de
manera empirica, pero no hay una prueba de su eficacia. Las condiciones asociadas
tales como estenosis ureteral, infecciones del sistema genitourinario y enfermedad
por citomegalovirus deben ser identificadas y tratadas. El acido retinoico, el 5-bromo-
2-deoxiyuridina, el cidofovir y los inhibidores de la girasa pueden tener una actividad
antiviral in vitro pero no han sido probados en pacientes de una manera
sistematizada **.

El pronostico de los pacientes con infeccién del aloinjerto renal por virus BK es
reservado, pero puede mejorarse manteniéndolo en un nivel bajo de
inmunosupresion con lo cual se ha logrado conservar el injerto 7

La replicaciéon persistente del virus del polioma tipo BK en pacientes receptores de
aloinjertos renales fue identificada como una causa de disfuncién progresiva del
injerto y pérdida del mismo entre aquellos tratados con regimenes inmunosupresores
que incluyeron tacrolimus o micofenolato de mofetilo. En dichos pacientes el examen
histologico de las biopsias del injerto renal revel6 la presencia del virus BK y necrosis
del epitelio de los tabulos colectores asi como grados variables de inflamacion.



Mientras por un lado es obligatoria la biopsia del aloinjerto renal para el diagndstico
definitivo de la nefropatia por virus BK, el uso de este procedimiento invasivo parece
inapropiado para el monitoreo de la enfermedad .

La enfermedad letal multiorgénica sistémica debida al virus BK es rara. En un caso
descrito de un nifo con sindrome hiper-IgM murié de infeccion por virus BK
diseminada. Una neumonia intersticial asociada al virus BK se desarrolld en un
lactante de 8 meses de edad posterior a un transplante de células tallo
hematopoyéticas. La infeccion por virus BK restringida a los neumocitos tipo Il y al
epitelio tubular renal fue reportado en un nifo de 14 afos con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida. El virus BK ha sido implicado en casos de retinitis
atipica en pacientes con virus de inmunodeficiencia humana, y en otro caso la
infeccion diseminada implico muitiples tipos celulares. Ademas se informé un caso
de infeccion diseminada por virus BK donde se demostré el tropismo por las células
endoteliales vasculares, resultando en una vasculopatia sistémica que llevé a una
extensa pérdida capilar, infarto miocardico y la muerte **.

Para que el poliomavirus infecte a las células, el virion debe entrar en la célula, ser
transportado al nucleo a través de las cavéolas y replicarse. El virus simiano SV40
tiene un mecanismo de infeccion similar, pero el virus JC entra a la célula glial
mediante endocitosis dependiente de la clatrina **.

La nefritis intersticial debida al virus BK no ha sido descrita en receptores de
transplante cardiaco ni hepatico y es raro en pacientes con otros tipos de
inmunodeficiencias. Esto sugiere que el ambiente inmune alogénico dentro del
aloinjerto renal puede conducir a wuna reactivacion local del virus.
Desafortunadamente la mayoria de los pacientes con nefritis intersticial por virus BK
caen en un ciclo desalentador, alternando entre nefritis intersticial viral y rechazo
precipitado por la activacion inmune inducida por el virus y las bajas dosis de los
férmgoos inmunosupresores. Este ciclo refleja la naturaleza delicada y precaria de la
relacion inmunoldgica entre el aloinjerto y el sistema inmune del receptor, asi como
también la necesidad de regimenes para inducir una mejor tolerancia en humanos,
quienes estan expuestos a una gran variedad de agentes infecciosos *



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Recientemente se ha puesto atencion a la relacion que existe entre la falla del
aloinjerto en pacientes receptores de transplante renal y las lesiones histopatolégicas
causadas por la infeccién del virus del polioma virus humano tipo BK. La infeccion
primaria por el virus BK ocurre durante la infancia, probablemente transmitida por via
oral o respiratoria sin producir sintomas especificos y mantiene una prevalencia
serologica en hasta 80% de los adultos, ocurriendo una reactivacién viral cuando la
inmunidad celular esta alterada, como en estados de inmunosupresion, embarazo,
diabetes no controlada, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, terapia con
corticosteroides y uso de farmacos antirmechazo posterior a transplantes. Se ha
informado que el diagndstico se puede establecer por histologia de rutina y
confirmarse por métodos de inmunohistogquimica, biologia molecular y microscopia
electronica. En México se desconoce la prevalencia de la infeccion por virus BK en
la pob!acuon general en pacrentes con aloinjertos renales asi como en nefropatias
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OBJETIVOS:

1.- Caracterizar por microscopia de luz habitual los cambios secundarios a la
infeccion por el virus del polioma humano tipo 8K en biopsias de aloinjerto renal en
nifios y adultos utilizando tinciones histolégicas de rutina.

2.- Caracterizar y clasificar las alteraciones histolégicas de aloinjertos renales dc
acuerdo a las categorias diagnésticas de la Clasificacion de Banff de 1997.

3.- Correlacionar la presencia de inclusiones virales con los cambios observados por
microscopia de luz habitual.

4- Correlacionar la presencia de inclusiones virales con el régimen de
inmunosupresion utilizado en cada caso.

5.- Determinar la frecuencia de infeccién del virus del polioma humano tipo BK en
biopsias de aloinjerto renal en nifios y adultos.



MATERIAL Y METODOS.

DISENO DEL ESTUDIO:
Estudio retrospectivo, descriptivo y transversal.

UNIVERSO DE TRABAJO:

Se seleccionaron de los archivos de Anatomia Patolégica todos los casos con el
diagnostico de insuficiencia renal crénica tratados con transplante renal y que
presentaron rechazo al aloinjerto y fueron biopsiados durante los 2 afios previos al
estudio y que presentaron alteraciones histolégicas compatibles con infeccion viral.
Fueron seleccionados 39 pacientes que tuvieron bloques de parafina y laminillas
con tinciones de rutina en 3 hospitales de tercer nivel de atencion (Hospital de
Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda G.” del Centro Médico Nacional Siglo XXI
(CMN Siglo XXI), IMSS; Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XX,
IMSS y, Hospital Infantil de México “Dr. Federico Gémez", SSA.). De estos 39
pacientes se seleccionaron ademas 10 pacientes que contaron con tejido congelado.
Los pacientes fueron evaluados y clasificados en base a las categorias diagndsticas
de la Clasificacion de Banff de 1997 (anexo 1). Como controles se estudiaron 10
pacientes con nefropatia de otra causa en los que se realizé biopsia renal para
diagnostico de la enfermedad.

DESCRIPCION OPERATIVA DE LAS VARIABLES:
VARIABLE INDEPENDIENTE:

INFECCION POR VIRUS DEL POLIOMA HUMANO TIPQO BK EN ALOINJERTO
RENAL:

Nefropatia causada por el virus tipo BK que pertenece a la familia poliomavirus
hominis 1,el cual carece de una capsula y cuyo diametro es de 45 nm con un
genoma circular de doble cadena de 5300 pb y que se demuestra por la presencia
infiltrado tubulointersticial por linfocitos, células plasmaticas y polimorfonucleares y/o
por la presencia de inclusiones virales intranucleares en el epitelio tubular del
aloinjerto y corroborada por inmunohistoquimica mediante el uso del anticuerpo
monoclonal contra el antigeno SV40.

VARIABLE DEPENDIENTE:

TRANSPLANTE RENAL:

Procedimiento establecido en pacientes con insuficiencia renal crénica en quienes ha
fracasado el tratamiento conservador o cuya insuficiencia renal carece de elementos
reversibles *°.



TAMANO DE LA MUESTRA.

39 pacientes con transplante renal y con rechazo al aloinjerto que contaron con
tejido fijado en formol y 10 de ellos con tejido congelado.

SELECCION DE LA MUESTRA:

CRITERIOS DE INCLUSION:
- Pacientes de ambos sexos y cualquier edad
- Con diagnéstico de insuficiencia renal en tratamiento con transpiante renal y
con datos clinicos de rechazo al aloinjerto
- Contar con tejido fiiado en formol y tejido congelado del aloinjerto para estudio
de histologia de luz de rutina e inmunohistoquimica
CRITERIOS DE NO INCLUSION:
- Pacientes que no cuenten con laminillas y bloques de parafina
- Pacientes que no cuenten con expediente clinico

PROCEDIMIENTOS:

De los archivos de los Servicios de Patologia de 3 hospitales de tercer nivel en la
Ciudad de Meéxico (Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda G." Y
hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS; Hospital Infantil de
México “Dr. Federico Gomez", SSA) se seleccionaron 13 pacientes de cada hospital,
con el diagnodstico de insuficiencia renal crénica y que recibieron tratamiento con
transplante renal y que presentaron rechazo al aloinjerto y contaron con laminillas y
bloques de parafina del mismo, De ellos se seleccionaron 10 pacientes que tuvieran
tejido congelado. Los pacientes fueron evaluados y clasificados en base a las
categorias diagnosticas de la Clasificacion de Banff de 1997 (anexo 1). Se buscaron
en los expedientes del archivo clinico los siguientes datos: edad del paciente,
género, diagnédstico clinico, fecha del transplante renal, régimen de tratamiento,
serologia para citomegalovirus (CMV) y motivo de la biopsia.

Fueron revisadas las laminillas del aloinjerto renal tefiidas con técnicas habituales de
histologia (hematoxilina y eosina, tricromico de Masson, PAS y plata metenamina de
Jones) por los investigadores para determinar el tipo de dafo y la presencia de
inclusiones virales intranucleares sugestivas de infeccion por virus del polioma
humano tipo BK asi como cambios indicativos de rechazo ®.

En todos los casos incluyendo los casos control se realizaron del tejido congelado y
de los blogques de parafina del aloinjerto 2 cortes en blanco en laminillas silanizadas y
se realizo el estudio de inmunohistoquimica para demostrar la presencia del virus del
polioma humano tipo BK con el anticuerpo monoclonal contra el antigeno SV40
(Oncogene, Research Products, Cambridge, Mass.) y por el método de avidina
biotina peroxidasa en el tejido congelado y con el anticuerpo monoclonal de raton
anti-BK virus antigeno T-largo subtipo IgG-2* MAB-8505 (CHEMICON) en el tejido
fijado en formol. Las laminillas fueron incubadas a temperatura ambiente con el
anticuerpo bloqueador por 7/10 minutos y con el anticuerpo primario toda la noche.



Al siguiente dia se realizaron las incubaciones con el anticuerpo monoclonal
secundario biotinilado por 30 minutos. Se utilizd como agente bloqueador peroxido
de hidrégeno tres veces por 2.5 minutos cada uno. La positividad de las células se
midié por medios semicuantitativos utilizando una escala de + a +++ y el nimero de
células positivas se determind contandolas por area bajo el microscopio de luz
habitual. Ademas en aquellos casos con datos histoldgicos sugestivos de infeccién
viral se realizo tincién de inmunohistoquimica para CMV con el Anti-CMV cima CCH2
(DAKO).

Los datos se establecieron en la hoja de recoleccion de datos (anexo 2).

Se realizaron para andlisis estadistico medidas de tendencia central (media, moda y
mediana) y medidas de dispersion, asi como estadistica descriptiva (frecuencias,
porcentajes).

CONSIDERACIONES ETICAS:

Por ser un estudio retrospectivo en el que se utilizo tejido archivado en los Servicios
de Anatomia Patoldgica del Hospital de Especialidades y Pediatria del CMN Siglo
XXl, IMSS, y del Hospital Infantii de México “Dr. Federico Gémez", SSA no fue
necesario incluir una hoja de consentimiento informado.

RECURSOS HUMANOS:

- Médicos anatomopatologos del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital
de Especialidades y de Pediatria del CMN Siglo XXI, IMSS y del Hospital
Infantil de México “Dr. Federico Gomez", SSA.

Técnicos de inmunohistogquimica de los Servicios de Anatomia Patologica del
Hospital de Especialidades y de Pediatria del CMN Siglo XXI, IMSS y del
Hospital Infantil de México.

- Médico Residente del tercer afio del Servicio de Anatomia Patologica del

Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI.



RESULTADOS:

Fueron seleccionados 13 casos de cada hospital (n=39) que cumplieron con los
criterios de inclusion. 29 casos correspondieron al género masculino , 10 casos al
geénero femenino (figura 1).

Figura 1. GENERO DE PACIENTES CON TRANSPLANTE RENAL

O Masculino
B Femenino

26 pacientes fueron pacientes pediatricos debido a que el estudio incluyd 2
hospitales pediatricos. La media de edad en estos pacientes fue 12.7 afios. Los 13
pacientes adultos tuvieron una media de edad de 32.3 arios.

El 100% de los pacientes tuvo el diagnostico de Insuficiencia renal cronica terminal,
en 31 pacientes no se determind la etiologia de la insuficiencia renal, 2 pacientes
tuvieron nefropatia obstructiva secundaria a estenosis de uretra, en un paciente
secundaria a diabetes mellitus tipo 2, un paciente secundario a nefritis lupica
proliferativa difusa, un paciente secundaric a sindrome de Alport, un paciente
secundario a glomerulonefritis proliferativa difusa y otro paciente por sindrome de
Eagle-Barrett (tabla I).

TABLA I. ETIOLOGIA DE LA INSUFICIENCIA RENAL CRONICA (n=39)

[ETIOLOGIA : NO. %
Desconocida 3 79.4
Nefropatia obstructiva 2 5.1
Diabetes mellitus tipo 2 1 25
Neffritis lipica proliferativa difusa 1 25
Sindrome de Alport 1 25
Reflujo vesicoursteral 1 2.5
Glomerulonefritis proliferativa difusa 1 25
Sindrome de Eagle-Barrett 1 2.5




En 35 pacientes el rifion transplantado se obtuvo de un donador vivo relacionado
(TRDVR) y en 4 pacientes de donador cadavérico (TRDC) (figura 2).

FIGURA 2. ORIGEN DEL RINON DE TRANSPLANTE

| |BTRDVR
OTRDC

En 20 pacientes se tuvo la sospecha clinica de rechazo crénico, en 17 pacientes
rechazo agudo y en 2 pacientes rechazo cronico agudizado (tabla ).

TABLA Il. TIPO DE RECHAZO EN BASE A DATOS CLINICOS (n=39)

TIPO NO. %

RECHAZO AGUDO 17 435
RECHAZO CRONICO AGUDIZADO ~ 2 5.1
RECHAZO CRONICO 20 51.2

El regimen de inmunosupresion fue en la mayoria de los casos con esquema de
Prednisona (PDN), azatioprina (AZTP) y ciclofosfamida (CFA) en 12 pacientes
(30.76%), prednisona, ciclosporina (CP) y azatioprina en 12 pacientes (30.76%),
prednisona, azatioprina y tacrolimus en 2 pacientes (5.12%), prednisona, azatioprina,
ciclosporina y micofenolato (MF) en un caso (2.56%), prednisona, azatioprina,
micofenolato y tacrolimus en un caso (2.56%), prednisona, ciclofosfamida, sirulimus y
OKT3 en un caso (2.56%), prednisona, azatioprina, ciclofosfamida y sirulimus en un
caso (2.56%), prednisona, azatioprina, ciclofosfamida y OKT3 en un caso (2.56%),
prednisona, azatioprina, ciclosporina y OKT3 en un caso (2.56%), prednisona,
ciclosporina, sirulimus en un caso {2.56%), prednisona, ciclosporina y micofenoclato
en un caso (2.56%), prednisona y ciclosporina en un caso (2.56%), sirulimus en un
caso (2.56%), rapamicina en otro caso (2.56%) y en un casoc no fue posible
determinar el esquema (2.56%) (Tabla Iil).



TABLA lll. REGIMEN DE INMUNOSUPRESION (n=39)

REGIMEN NO. %
PDN, AZTP, CFA 12 30.7
PDN, AZTP, CP 12 30.7
PDN, AZTP, TACROLIMUS 2 5.1
PDN, AZTP, CP,MF 1 2.5
PDN AZTP MF, TACROLIMUS 1 2.5
PDN, CFA SIRULIMUS, OKT3 1 2.5
PDN, AZTP, CFA, SIRULIMUS 1 2.5
PDN, AZTP, CFA, OKT3 1 2.5
PDN, AZTP, CP, OKT3 1 2.5
PDN, CP, SIRULIMUS 1 2.5
PDN, CP, MF 1 2.5
PDN, CP 1 2.5
SIRULIMUS 1 2.5
RAPAMICINA 1 25

7 pacientes presentaron antigenemia positiva para citomegalovirus (CMV) y todos
recibieron tratamiento con ganciclovir. 31 pacientes fueron negativos y en un caso no

se pudo obtener el dato al no encontrarse el expediente clinico.

Con respecto a los hallazgos por microscopia de luz se hizo el diagnostico

nistopatologico segun se observa en la tabla IV.

TABLA IV. DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO POR MICROSCOPIA DE LUZ EN

BASE A LA CLA_SIFICACION DE BANFF DE 1997 (n=39)

DIAGNOSTICO NUMERO PORCENTAJE
Biopsia renal normal 3 7.6%
Cambios limitrofes 2 5.1%
Rechazo agudo I-A 1 2.5%
Rechazo agudo I-B 1 2.5%
Rechazo agudo 1A 3 7.6%
Rechazo agudo II-B 3 7.6%
Rechazo agudo i 2 51%
Rechazo cronico I-A 3 7.6%
Rechazo cronico I-B 3 7.6%
Rechazo cronico lI-A 3 7.6%
Rechazo cronico II-B 8 20.5%
Rechazo cronico H-A 0 0%
Rechazo cronico Hi-B 2 5.1%
Subdptima 2 5.1%
No valorable 2 5.1%
Nefritis tubulointersticial 1 2.5%

Rechazo cronico = Nefropatia Cronica de! Transplante




Del total de casos solo 6 pacientes presentaron cambios histologicos sugestivos de
infeccién viral (figura 3)

FIGURA 3: CAMBIOS HISTOLOGICOS SUGESTIVOS DE
INFECCION VIRAL POR MICROSCOPIA DE LUZ
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Los cambios sugestivos de infeccion viral por microscopia de luz en 6 casos fueron
multinucleacién, gigantismo celular y agrupacion en sincicios (figura 4). Solo uno de
los casos presento inclusiones basdfilas nucleares en el epitelio tubular (figura 5).

El infiltrado inflamatorio fue predominantemente linfocitario, seguido en frecuencia
por infiltrado mixto por linfocitos y células plasmaticas y con igual frecuencia se
encontré infiltrado mixto por linfocitos con neutréfilos y/o eosindfilos. 2 casos no
fueron valorables y un caso no infiltrado inflamatorio (tabla V).

TABLA V. TIPO DE INFILTRADO INFLAMATORIO (n=39)

INFILTRADO NO. PORCENTAJE
LINFOCITARIO 31 79.4%
LINFOPLASMOCITARIO 3 76%
LINFOPLASMOCITARIO +EOSINOFILOS 2.5%
LINFOPLASMOCITARIO 1 2.5%

+ NEUTROFILOS

NO VALORABLE 2 5.1%
AUSENTE 1 2.5%




La ivcanzacion def inhitiado mflamatonio fue de predominio intersticiai en 27 casos y
tubuiointersticiai en 9 casos. No fue valorabie en Z casos y uno no presenio infiitrado
inflamatorio.

El infiitrado inflamatorio se observo en menos dei 10% dei tejido estudiado en 9
casos, en menos del 25% en 15 casos, 25 a 50% en 8 casos y en mas del 50% en 4
casos (tabla VI1).

TABLA VI. CUANTIFICACION DEL INFILTRADO INFLAMATORIO {(n=39)

EXTENSION DEL INFILTRADO INFLAMATORIO No. PORCENTAJE
< 10% 9 23%

10 AL 25% 15 38.4%

25 A 50% 8 20.5%

> 50% DEL TEJIDO 4 10.2%

SIN INFILTRADO 1 2.5%

NO VALORABLE 2 5.1%

El estudio de inmunohistoquimica realizado en el tejido congelado para demostrar la
presencia del virus dei polioma humano tipo BK con ei anticuerpo monocionai contra
el antigeno SV40 (Oncogene, Research Products, Cambridge, Mass.) no mostro ia
presencia del virus en ninguno de los casos. Todos los casos con tejido fijado en
formol en los que se utilizd el anticuerpo monoclonal de raton anti-BK virus Antigeno
T largo, subtipo IgG2a MAB-8505 (CHEMICON) mostraron tincion inespecifica de la
mayoria de los nucleos de las células epiteliales tubulares (figura 6 y 7), mesangiales
y endoteliales renales (figura 8), asi como en nucieos de adipocitos, troncos
nerviosos (figura 9) y tejido muscular (figura 10). Todos los casos fueron negativos
por inmunohistoguimica para citomegalovirus. Los datos clinicos e histologicos se
resumen en las tabias Vil a XIl.



TABLA Vil. DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI _
CASO Género Edad Dx Clinico Fecha Regimen Antigenemia

transpi. inmunos, CMY

1 M 30 IRC eticlogiano 2-10-01 -PDN. Negativa
determinada -AZTP
TRDVR -CFA
Rechazo
Crobnico
Agudizado
2 M 50 IRC secundaria 25-10- -PDN Negativa
a DM2 01 -AZTP
TRODVR -Tacrolimus
Rechazo Agudo
Clase Il
3 M 18 IRC 6-06-00 -PDM. Negativa
TRDVR -AZTP
Rechazo -CFA
Crénico
4 M 53 IRC TRDVR 05-01 -PDN Negativa
Rechazo -AZTP
Agudo -CFA
5 M 24 IRC. TRDC 30-07- -PDN Negativa
NLPD 95 -AZTP.
Rechazo Agudo -CFA
8 F 36 IRC. TRDVR 08-01 RAPAMICI Negativa
Rechazo Agudo NA
7 F 21 IRC. TRDVR 19-10- -PDN Negativa
Rechazo i} -AZTP
Cronico -CFA
8 F 32 IRC. TRDVR Desc. -PDN Negativa
Rechazo -AZTP
Crénico -CFA
8 M 85 IRC. TRDVR 05-01 -PDN Negativa
Rechazo Agudo -AZTP.
-CFA.
10 M 28 IRC. TRDVR 18-10- -PDN Negativa
Rechazo Agudo 01 -AZTP
-CFA.
1 M 36 IRC. NTA. 2-04-02 -PDN Negativa
TRODVR. -AZTP.
Rechazo Agudo -CFA.
12 M 19 IRC. TRDVR 1997 -PDN Negativa
Rechazo -AZTP
Cronico -CFA
13 F 19 IRC etiologia 1994 -PDN Negativa
desconocida -AZTP.
TRDVR -CFA.
_______ Rechazo Agudo : e e
IRC= Insuficiencia renal cronica Desc.= Desconocida

TRDVR Transplante renal de donador vivo relacionado
TRDC=Transplante renal de donador cadavérico

DM 2= Diabetes mellitus tipo 2

NTA= Necrosis tubular aguda

NLPD= Nefropatia tipica proliferativa difusa



TABLA Vill HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN PACIENTES DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

AR A A A iyt T e N b et i A i S P g i e i Sl i Wi ML S mc!”v- -
13 NCT II-B Linf. + i >50 NO Neg
Zona Infarto { cifica
12 NCT fiA Linf. + Intersticial 25-50 -Multinuclea- NO Inespe- Neg.
8V cién cifica
-Gigantismo
celular
e i -Sincicios
" RAIB Linf + Tubulo~ 2550 NO Inespe- Neg
intersticial cifica
10 RA II-A Linf+++ Tubulo- 25-50 Plasmocito- NO Inespe- Neg.
Plasm + intersticial sis cifica
Eos. +
[ RA It Linf + intersticial <10 Plasmocito- NO inespe- Neg.
Microinfartos renales  Plasm + sis cifica
8 NCT 1l Linf. + Intersticial <25 NO Inespe- Neg.
Fibrosis cifica
60%
7 NCT I-B Linf. + Intersticial <25 NO Inespe- Neg.
cifica.
6 RA II-A Linf ++ Tubulo- > 50 Multinuclea- NO inespe- Neg.
NTI Plasm+++ intersticial cion Cifica
SV -Gigantismo
celular
-Sincicios
Plasmocito-
Sis.
5 NCT 1B Linf.+ Intersticial >50 Muitinucleas- Sl inespe- Neg.
NTI Fibrosis <ion. cifica
SV -Gigantismo
celular
~Sinticios
-Inclusiones
tubulares
4 RA I-B Linf +++  Tubulo- > 50 Multinuclea- NO Inespe- Neg.
sV Plasm + intersticial cion cifica
-Gigantismo
-Sincicios
Plasmocito-
sis.
3 RA 1I-B Linf.+ Intersticial <25 Multinuclea- NO Inespe- Neg.
SV cién Cifica
-Gigantismo
2 RA 11-B. Linf.+ Intersticial 40 NO Inespe-  Neg.
1 RA II-A. Linf.+ Intersticial Inespe-
NTI cifica
SV
Neg = negativo Plasm.= Células plasmaticas
Pos = Positivo Eos.= Eosindfilos NTI= Nefritis tubulointersticial
Linf = Linfocitos SIV = Sugestivo infeccién viral

NCT= Nefropatia cronica del transplante



TABLA IX. DATOS CLINICOS DE PACIENTES DEL HOSPITAL DE PEDIATRIA
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XX .
e — : e

1 M 17a  IRC. TRDVR. 29-04- CP Positiva
RC grado Il 97 -AZTP
-MF
-PDN.
2 M 12a IRC. 16-10- -CP Negativa
NO. TRDVR 00 -MF.
RC -PDN.
3 F 14a NCT 04-98 -CP Positiva
TRDVR -AZTP.
IRC -PDN.
4 F 7a IRC etiologia  6-11-00 -CP Negativa
desconocida -AZTP
TRDVR. -PDN.
RA
5 M 12a IRC. TRDVR. 10-00 -CP Negativa
NO. -AZTP.
RA -PDN.
6 M 17a -IRC 10-00 -PDN Negativa
-TRDVR -AZTP
-NCT -cP
7 M 16a IRC.TRDVR. Desc. -PDN Negativa
RA -AZTP.
-CP.
8 M 11a IRC. TRDVR 05-00 -PDN Negativa
NCT -AZTP
-CP.
] F 152 IRC. TRDVR Desc. -PDN Negativa
RA -AZTP.
-CP.
10 M 15a IRC TRDC Desc.  -PDN Negativa
RA -AZTP.
-CP
1 F 16a  IRC Desc. -PDN Negativa
NCT -AZTP.
-CP.
12 M 14a IRC. 08-01 -PDN Negativa
RA -AZTP
| -CP
13 M 8a IRC. TROVR  Desc.  -PDN Negativa
NCT -AZTP.
-CP.

RA= Rechazo agudo NCT= Nefropatia Cronica del transplante  NO = Nefropatia obstructiva
IRC= Insuficiencia renal cronica TRDVR = transpiante renal donador vivo relacionado
Desc= Desconocida



TABLA X. HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN PACIENTES DEL HOSPITAL DE
PEDIATRIA CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

RA= Rechazo Agudo

RL = Rechazo Limitrofe

Linf = Linfocitos

SIV = Sin datos sugestivos de infeccion viral

NV = No valorable

" NCT = Nefropatia cronica del iransplante  NCT= Nefropatia cronica del transplante

CASO Dx infiltr.  Localizacion % Infiltr. Hallazgos Inclusiones IHQ BKV IHQ
Histolog. Infiltrado Microsc. cMv
1 Subbptimo  Linf.+  Intersticial <10 SV NO Inesp.  Negativa
2 NCT I Linf.+ Tubulo- <25 Siv NO Inespeci- Negativa
intersticial fica
3 NCT1I-B.  Linf++ Intersticial 40 SV NO Inespeci- Negativa
fica
4 RL. Linf + Intersticial <10 SIv NO Inespeci- Negativa
fica
5 RA leve Linf+  Intersticial <10 Siv NO Inespeci- Negativa
I-A fica
6 NCT severo Linf.+ Intersticial 20 SV NO Inespeci- NV.
I fica
7 Subdptima Linf+  Intersticial <10 SV NO Inespeci- Negativa
Fibrosis fica
8 NCT I Linf+  Tubulo- <25 SV NO Inespeci- Negativa
intersticial fica
9 Sin rechazo Ausente Ausente e SV NO Inespeci- Negativa
Banff 0 fica
10 NCTII-B  Linf+  Intersticial <25 Siv NO Inespeci- Negativa
fica
11 NCT I-A Linf.+ Intersticial <25 SV NO Inespeci- Negativa
fica
12 RA Il Linf++  Tubulo- 40 Siv NO Inespeci- Negativa
intersticial fica
13 NCT II-A Linf+  Intersticial <10 Siv NO Inespeci- Negativa
Fibrosis fica



TABLA Xi. DATOS CLINICOS DE PACIENTES DEL HOSPITAL INFANTIL DE
MEXICO “DR. FEDERICO GOMEZ’

CASO Género Edad Dx Clinico Fecha  Regimen Antigenemia
e Rt e e A transpl. Inmunos. s
1 17a  IRC Sindromede May 94 PDN Negativa
Alport. TRDC AZTP
NCT CFA.
2 M 7a TRDVR 13-07-98 PDN Positiva
RC Tacrolimus
AZTP - MF
3 M 15a  IRC etiologia 3-Nov-89 Desconocido Positiva
desconocida
TRDVR. RC
4 M 92 IRC stiologia 6-Mar-01 PDN Positiva
desconocida AZTP
TRDVR. RA CFA
OKT3
5 M 17a POTRDVR Mar-01  PDN Positiva
RC Agudizado cpP
6 M 12a RC 14-Jui-98 PDN Negativa
TRDVR AZTP
Enf CFA
linfoproliferativa Sirulimus
T F 12a IRC etiologia 23-Oct- PDN Negativa
desconocida 01 AZTP
POTRDVR CP
RA
8 M i7a  IRC sec nefropatia 78-01-55 PON Neganiva
cbetructivae CFA
TROC OKT3
RC
5 W i5a TROVR Descoric  Sirulimus Desconocida
R cina
1 M i6a IRCsscGMNPD 28-01-38 PON Negativa
TROVE AZTF
RC Tacralimus
Aciclovir
11 M Sa iRC 10688 PDN Positiva
TROVR TP
Agengma CP
metanéfrico OKT3
RA
12 M Sa iRC 20CC PDN Desconccida
TRIWR [ 23
Sindrome Eagle- AZTP
Bamet
13 F 10a IR etiologia 21001 PON Megatva
desconocida cpP
TROVR Sirudimus
RA

TROVR= Transpiante renel donacor vivo relacionado TROC = Donador Cacaverco

IRC =

Insuficiencia renal crénica  RA= Rechaze Agude

RC= Rechazo cronico  GMN PT= Giumeruionefritis proiiferativa difusa



TABLA XIl. HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN PACIENTES DEL HOSPITAL
INFANTIL “DR. FEDERICO GOMEZ"

CASO  Dx Histoldgico Infiltrado Localizacion % Hallazgos Inclusiones IHQ HQ
it infiltrado Infiltrado  Micr.Luz BKV cmv
1 NCT I-A Linf+ Intersticial <25 Siv NO Inesp.  Neg.
Fibrosis
<25%
F NCT 18 Linf+ intersticiai <25 TSIV NO  inesp  Neg.
Fibrosiss
25%
3 NCT II-A Linf+ Intersticial <25 SV NO Inesp Neg.
Fibrosis
<25%
4 RL. NTI Linf+ Tubulo- <10 Siv NO inesp.  Neg.
Fibrosis< intersticial
25%
5 NV
-] NV
7 Sin rechazo Linf + Intersticial <1 Siv NO Inesp Neg
Banff “0"
Toxicidad x
meadicamentos
8 NCT A Linf+ Intersticial <25 SV NO Inesp.  Neg.
Infarto Fibrosis
>50%
9 NCT leve Linf+ Intersticial <25 SIvV NO Inesp Neg.
Fibrosis
>25%
10 NCT iiB Linf + Tubuto- <25 SV NO inesp.  Neg.
Fibrosis  intersticial
>50%
1 Sin rechazo Linf + Intersticial <25 Siv NO Inesp Neg
Banff “0" Fibrosis
<25%
12 NCT condafioc  Linf + Intesticial 25-50 SV NO Inesp.  Neg
vascular Fibrosis
13 NTl aguda con  Linf ++ Intersticial <5 Siv NO Inesp Neg
datos de PMN +
obstruccion Fibrosis
<25%

RA= Rechazo agudo NCT= Nefropatia crénica del transplante RL= Rechazo limitrofe
NTI= Nefritis tubulointersticial Linf.= Linfocitos PMN =Polimorfonucleares
NV = No valorable Inesp = Inespecifica  SIV = Sin datos sugestivos de infeccion viral

Neg = Negaliva



Figura 4. Epitelio tubular con cambios citopaticos sugestivos de
infeccion viral por microscopia de luz.

Figura 5. Tincion con hematoxilina y eosina donde se observa
Una inclusion basofila intranuclear por virus BK



Figura 6. Tincion inespecifica con anticuerpo monoclonal anti-BK
Virus antigeno T largo subtipo IgG-2a MAB-8505 (CHEMICON) en
Los micleos del epitelio tubular.

Figura 7. Tincion inespecifica con anticuerpo monoclonal anti-BK
Virus antigeno T largo subtipo IgG-2a MAB-8505 (CHEMICON) en
Los nmicleos del epitelio tubular renal




Figura 8. Tincion inespecifica con anticuerpo monoclonal anti-BK
Virus antigeno T largo subtipo IgG-2a MAB-8505 (CHEMICON) en
Las células mesangiales y nucleos tubulares.
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Figura 9. Tincion inespecifica con anticuerpo monoclonal anti-BK
Virus antigeno T largo subtipo 1gG-2a MAB-8505 (CHEMICON) en
Troncos nerviosos.




Figura 10. Tincion inespecifica con anticuerpo monoclonal anti-BK
Virus antigeno T largo subtipo IgG-2a MAB-8505 (CHEMICON) en
Células de musculo liso.



DISCUSION.

Se informa en la literatura que la infeccion por el virus del polioma humano tipo BK
se puede encontrar hasta en el 10% de los pacientes receptores de transplante
renal. En este estudio el porcentaje de pacientes con infeccion por el virus del
polioma humano tipo BK por microscopia de luz es mas alto (15.3%), sin embargo no
es posible demostrar esta asociacion en ausencia de estudios de biologia molecular.
Los pacientes receptores de transplante renal de diferentes grupos de edad de 3
hospitales de tercer nivel de la ciudad de México en los que ademas de los datos
clinicos e histolégicos de rechazo con o sin cambios citopaticos sugestivos de
infeccion viral no fue posible demostrar las inclusiones por el virus del polioma
humano tipo BK por microscopia de luz excepto en un caso y el estudio de
inmunohistoquimica realizado en tejido congelado y tejido fijado en formol no mostro
la presencia del virus en el primero y cuando se utilizd el anticuerpo contra el
antigeno T largo subtipo 1gG-2® MAB-8505 (CHEMICON) se observé tincidn
inespecifica de la mayoria de los nucleos de las células epiteliales tubulares,
mesangiales y endoteliales de los rifiones, asi como en los nicleos de los adipocitos,
troncos nerviosos y tejido muscular.

Se ha descrito en la literatura que el anticuerpo contra el antigeno T large subtipo
IgG-2* MAB-8505 (CHEMICON) es especifico para demostrar el antigeno T largo del
virus del polioma humano tipo BK en el tejido, lo cual no parece ser reproducible en
nuestras manos asi como en otro grupo del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Dr. Salvador Zubiran™ quienes han observado que la tincién de
inmunohistoquimica con este anticuerpo es inespecifica tanto en tejidos normales
como tumorales *°.

En la serie informada por las Dras. Rios y Uribe '™ en donde se demuestra la utilidad
de la inmunohistoquimica para confirmar la presencia del virus BK utilizando el
mismo anticuerpo no fue considerada la posibilidad de tincién inespecifica.

Los pacientes con alteraciones histologicas sugestivas de infeccién por el virus del
polioma humano tipo BK se informaron al médico tratante y a dichos pacientes se les
disminuyo la dosis de inmunosupresién observandose mejoria relativa la cual debera
ser valorada a largo plazo utilizando otros métodos de biologia molecular para
documentar la infeccion por el virus del polioma humano tipo BK en estos pacientes.
Con el objeto de tratar de separar si los cambios sugestivos de infeccién viral podrian
ser secundarios a infecciones por citomegalovirus se realizaron tinciones de
inmunohistoquimica para demostrar la presencia del virus, las cuales fueron
negativas en todos los casos.



CONCLUSIONES.

» En 15.38% de los pacientes con transplante renal se encontraron cambios
histologicos sugestivos de infeccion viral.

* No se desmostré por inmunohistoquimica la presencia del virus del polioma
humano tipo BK debido a la inespecificidad de los anticuerpos utilizados.

« En ninguno de los casos se demostro infeccion por citomegalovirus por
inmunohistoquimica que explicara los cambios histolégicos observados.

e |a mayoria de los pacientes muestran alteraciones histologicas atribuibles a
rechazo agudo y nefropatia cronica del transplante.

s Es necesario realizar estudios de biologia molecular para documentar la
infeccion por el virus del polioma humano tipo BK en los pacientes
transplantados en nuestras Instituciones ya que se desconoce la prevalencia
de infeccion por el virus tipo BK en México.



ANEXO 1
IDENTIFICACION DEL VIRUS DE POLIOMA HUMANO BK EN BIOPSIAS DE

ALOINJERTOS RENALES CON NEFROPATIA VIRAL

Hospital No. Biopsia
1. Glomeruloesclerosis
1.1 numero de glomérulos { )
1.2 numero de glomeérulos esclerosados {3
1.3 esclerosis segmentaria si( ) no( )
2. Glomerulitis (g) 0C) 1() 20) 3()
3. Inflamacién intersticial (i) 0() 1() 2() 3()
( )neutrdfilos ( ) eosindfilos linfoctos ( ) Células plasmaéticas ( )
4. Arentis de la intima (v) 0( )1( ) 2{ ) 3 ( )novalorable { )
5. Tubulitis (1) 010 ) 2() 3()
6. Hialinizacion arteriolar (ah) O( ) 1() 2()3{ )formanodular si{ )no( )
7. Cambio glomerular crénico (cg) O( )y1( ) 2() 3( )
7b. Incremento de la matriz mesangial (mm) Gl 3 T F 2€ ¥ 3¢ )
8. Fibrosis intersticial (ci) D() 1( )y 2( ) 3()
9. Atrofia tubular (ct) o{) 1() 2()3()
10. Esclerosis de la intima vascular (cv) O( )1( )2( ) 3( ) novalorable( )

1. Ofros hallazgos:
Cambios citopaticos : SI () NO( )

12. Categorias diagnodsticas (sefiale segun sea apropiado)
Biopsia renal normal-KDARO
Rechazo mediado por anticuerpos-KDAB
Cambios limitrofes (i0-2, 10-2, v0)-KDARB
Rechazo agudo (especifique grados g,i,t,v)
Banff tipo 1A(i1-3, {2,v0) KDAR1A
Banff tipo 18 (12-3, 13,v0) KDAR1B
Banff tipo 2% (11-3,13,v1) KDAR2A
Banff tipo 2B (i1-3,10-3,v2) KDAR2B
Banff tipo 3 (i1-3,t0-3,v3) KDAR3
Nefropatia cronica del trasplante (especifique grados cg,ci,ct,cv)
Leve, sin cambios especificos sugestivos de rechazo cronico KDCR1A
Leve, con cambios especificos sugestivos de rechazo crénico KDCR1B
Moderado sin cambios especificos sugestivos de rechazo cronico KDCR2A
Moderado con cambios especificos sugestivos de rechazo crénico KDCR2B
Severo sin cambios especificos de rechazo cronico KDCR3A
Severc con cambios especificos de rechazo cronico KDCR3B
Numero de artenas:
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ANEXO 2.
IDENTIFICACION DEL VIRUS DE POLIOMA HUMANO TIPO BK POR INMUNOHISTOQUIMICA EN
BIOPSIAS DE ALOINJERTOS RENALES CON NEFROPATIA VIRAL

HOSPITAL
PACIENTE N° de biopsia__
EDAD
SEXO m[]e [
DIAGNOSTICO HISTOLOGICO
DIAGNOSTICO CLINICO
TIPO DE INFILTRADO INTERSTICIAL  LINFOCITARIO ]:|
PLASMOCITARIO :l
PMN Y EOSINOFILOS D
AUSENTE l:
LOCALIZACION DEL INFILTRADO: INTERSTICIAL %
TUBULAR %

INTRATUBULAR ____ %
INCLUSIONES INTRANUCLEARES POR VIRUS DEL POLIOMA TIPO BK
NO [_] si D SITIO:  EPITELIOTUBULAR [
GLOMERULOS L]
INCLUSIONES VIRALES POR OTRO AGENTE:

DATOS DE RECHAZO acuo ||
TIPO
cronco ||
TIPO
INMUNOHISTOQUIMICA

VIRUS BK POSITIVA  SI D PORCENTAJE LI %
w [
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