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Introduction

Le virus BK, petit virus de la famille deRolyomaviridae, a été découvert en 1970

dans les urines d’un patient transplanté rénal qui présentait une sténose urétérale gGardner
al., 1971]. Le virus BK est un virus ubiquitaire, dont la séroprévalence varie entre 60 et 100 %
en fonction des études épidémiologiques menées dans différents pays. Peu de publications
concernaient ce virus dans les années 1980, mais elles se sont depuis multipliees avec
I'utilisation de puissantes molécules immunosuppressives et I'apparition de néphropathies
associées a ce virus. En effet, le virus BK est notamment capable de persister au niveau de
I'épithélium rénal [Heritaget al., 1981].

Bien que la plupart des infections a virus BK chez le sujet immunocompétent soient
asymptomatiques, de rares cas de cystites hémorragiques, d’ulcérations et de sténoses
urétérales ont été décrits.

Le pouvoir pathogéne du virus BK s’exprime essentiellement chez les transplantés
rénaux, chez qui limmunodépression induite par les traitements immunosuppresseurs
favorise la réactivation virale. Dans les années 1990 avec I'utilisation de puissants traitements
immunosuppresseurs, le virus BK est devenu un pathogéne émergent en transplantation rénale

de par la néphropathie qu’il est capable d’induire et le risque de perte du greffon.

Apres la publication de recommandations internationales en 2009 [KDIGO, 2009], ce
travail s’est intéressé aux modalités de suivi du virus BK au CHU (Centre Hospitalo
Universitaire) de Nancy. A cet escient, dans un premier temps, une étude rétrospective a été
réalisée entre le®ljanvier 2005 et le 31 décembre 2009 afin d’évaluer la prévalence de la
néphropathie et de la comparer aux données de la littérature. Dans un second temps, une étude
prospective menée au cours du premier semestre de I'année 2010 compare deux modalités

différentes de suivi du virus BK chez les patients ayant eu une transplantation rénale.



PARTIE | : GENERALITES SUR LE VIRUS BK




l. Partie | : Généralités sur le virus BK

A. Historique et classification

1. Historique

Le virus BK tient son nom des initiales du premier patient chez qui il a été isolé en

1970. Ce patient, agé de trente neuf ans, a été admis au St. Mary’s Hospital a Londres, en mai
1970 pour une pyélonéphrite chronique dans le contexte d’'une insuffisance rénale terminale.
Des investigations urologiques ont montré une néphropathie chronique confirmée par biopsie.
Le patient avait subi une transplantation rénale a partir d'un rein provenant de son frére. Les
suites opératoires avaient été simples. L'immunosuppression avait été maintenue par de la
prednisone et de I'azathioprine. Le patient a été hospitalisé & nouveau en octobre 1970 pour
une douleur au niveau du greffon rénal et une anurie. La clairance de la créatinine a diminué
pendant cette période de 100 mL par minute a neuf mL par minute. L’exploration a révélé une
fibrose et une ischémie urétérale. Une anastomose urétéro-urétérale a été réalisée en utilisant

l'uretére droit. Les suites opératoires ont été simples.

Au niveau de la cytologie urinaire, ont été mises en évidence dans la premiére urine
examinée des cellules portant des inclusions mais celles-ci étaient moins nombreuses dans les
échantillons suivants et absentes de l'urine seize jours apres l'intervention. L'’examen des
urines par microscopie €électronique a montré un grand nombre de particules virales avec un
diamétre moyen de 43,6 nm (figure 1, page 4). Ces particules étaient identiques a celles du

sous-groupe des polyoma appartenant au groupe des papovavirus



Figure 1 : Particules de virus BK dans les urines

D’aprés [Gardner et al., 1971]
Un effet cytopathogéne a été observé dix-huit jours apres inoculation des cultures de

cellules Véro par les urines. L'infection décrite serait due a une réactivation du virus latent.

L’'immunosuppression était probablement un facteur d’établissement de I'infection.

L’épidémie de néphropathie a virus BK des années 1990 résulte de l'arrivée de puissantes
molécules immunosuppressives comme le tacrolimus, le sirolimus ou le mycophénolate
mofétil. [Gardneret al., 1971 - Drachenberg al., 2003 - Bressollette Bodiet al., 2003 -
Nishimoto et al., 2006 - Randhawet al., 2006 - Jianget al., 2009 - Kearet al., 2009 -
Thoulouzan et al., 2010]

2. La famille des Polyomaviridae

Le virus BK appartient a la famille dd2lyomaviridae, groupe deg?olyomavirus.
Son autre appellation estpelyomavirus de 'homme de type un. Legmlyomavirus sont des
virus a ADN non enveloppés de petite taille au sein du groupgagesavirus qui comprend
également les papillomavirus.

La famille desPolyomaviridae comporte actuellement cingplyomavirus humains et
seizepolyomavirus non humains, caractérisées par une étroite spécificité d’espece [Krumblolz

et al., 2009]. Tous ont des capsides icosaédriques de taille voisine, composées de trois
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protéines virales de capside (VP1, VP2, VP3). Qiolgomavirus humains ont été identifiés :

le virus BK (agent de cystites hémorragiques et de néphropathies), le virus JC (responsable de
leucoencéphalite multifocale progressive), le virus Kl et le virus WU (liens possibles avec des
affections respiratoires), et jalyomavirus associé au carcinome des cellules de Merkel.
Deux polyomavirusde singe ont été identifiés : le SV40 et le LPV polyomavigusphotropic

[Azzi et al., 1996 - Major et al., 2001 - Nishimoto et al., 2006 - Jiang et2009].

B. Structure du virus BK

Le virus BK est un virus nu, constitué d’'une capside icosaédrique a symétrie cubique
de 45 nm de diametre. Le génome viral, est composé d’'un ADN bi caténaire, circularisé et
super enroulé d’environ 5300 paires de base. De par I'absence d’enveloppe, ils sont résistants
aux solvants, et de facon plus relative a l'inactivation par la chaleur. La résistance a la
dessiccation favorise leur survie dans le milieu extérieur. [Mamretedte 2002 - Hurauset
al., 2003]

1. Le génome viral

Le génome viral est un ADN bi caténaire, circulaire, surenroulé de 5300 paires de
bases qui comporte trois régions. Les trois régions du génome sont les suivantes (figure 2,
page 6) :

— la région régulatrice non codante, appelée également NCCR (NCCR : non coding
control region ou région de contrdle non codante) ou TCR (transcription control region ou
région de controle de la transcription). Cette région comprend I'ORI (origine de réplication),
les promoteurs des genes précoces et tardifs et la région activatrice. Elle se situe entre les
régions précoces et tardives [Seif et al., 1979].

— la région précoce comporte la portion du génome transcrite, elle est exprimée dés
I'entrée du virus dans la cellule et code des protéines exprimées au début du cycle de
multiplication. Les genes précoces codent deux protéines de régulation, les antigénes T et t,
dont I'expression persiste pendant toute la durée du cycle.

— la région tardive est la portion du génome traduite apres I'étape de réplication
génomique en sens inverse de la région précoce. Elle code les protéines de capside VP1
(362 acides aminés), VP2 (351 acides aminés) et VP3 (232 acides aminés) et une protéine non

structurale appelée agnoprotéine (66 acides aminés) [Kruméitablz2008].
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Le génome deBolyomavirus est trés stable ; il existe un important pourcentage d’homologie
entre eux. Les virus BK et JC, strictement humains, présentent 72 % d’homologie de
séquence. Chacun d’entre eux partage 70 % d’homologie avec le SV40, d’origine simienne
[Hirsch et al., 2003]. Néanmoins, il existe aussi une diversité génomique, tant dans la région
non codante de régulation que dans les régions codantes. [BressollettestBaidir2003 -
Drachenbergt al., 2003 - Huraux et al., 2003 - Fioriti et al., 2005]

Région précoce NCCR Région tardive

#D-

"%

Figure 2 : Organisation du génome du virus BK

D’apres [Krumbholz et al., 2008], Agno = agnoprotéine, ORI = origine de réplication, t-Ag = antigéne t, T-
Ag = Antigéne T, VP1-2-3 = protéines virales de capside

2. Les protéines virales

La capside virale est constituée de trois protéines : VP1, protéine majeure de capside,
et deux protéines mineures de capside, VP2 et VP3. Leur assemblage forme un icosaédre
constitué de soixante douze capsomeéres pentamériques. Chaque pentamere se compose de
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cing protéines VP1 et d’'une protéine centrale VP2 ou VP3. La capside contient la molécule
d'ADN complexée avec des histones cellulaires, I'ensemble formant une structure de type
chromatinien évoquant un mini chromosome (figure 3) [Bressollette-Bbdin 2003].

VP 4 -
VP2 e e
VF3

Histone

Genomic DNA

T=7d

Figure 3 : Structure du virion de la famille desPolyomaviridae

(http://www.expasy.ch/viralzone/all_by species/148.html)

Le gene de la protéine VP1 présente un polymorphisme génétique important qui
permet de classer les souches de virus BK en quatre génotypes distincts (I a IV) [Krumbholz
et al., 2008]. La région non codante NCCR présente également des variations génotypiques
permettant de distinguer les souches natives ou «archétypes» des souches réarrangées,
dénommeées «variants», car ayant subi des modifications de type insertion ou délétion
[Bressollette Bodin et al., 2003 — Huraux et al., 2003]. Le role éventuel de ces variants dans la
virulence de certaines souches virales reste encore a préciser. Il semblerait que ces variations
seraient le reflet de l'aptitude du virus BK & s’adapter a de nouveaux environnements
cellulaires [Johnsen et al., 1995].

L'antigene T, protéine de 695 acides aminés, possede de multiples fonctions. Il agit au
niveau de la régulation de la réplication et de la croissance cellulaire. Il interagit également
avec pRb et p53, deux protéines régulant I'apparition de tumeurs [White et al., 2004].

L'antigene t est une protéine riche en cystéine, de 172 acides aminés. Les 82 acides
aminés de sa partie amino terminale sont identiques avec l'antigéne T car issus de I'épissage

alternatif d'un ARN pré messager commun. Moins bien connu, il semble avoir des fonctions



multiples au cours du cycle de réplication et favorise notamment la progression du cycle
cellulaire [Bressollette-Bodin et al., 2003].
La fonction de I'agnoprotéine est encore mal identifiée a ce jour [Huraux et al., 2003].

C. Histoire naturelle de I'infection

Les polyomavirus se multiplientin vitro presque exclusivement dans les cellules de
leur héte naturel, ’lhomme, en raison de la spécificité d’hbte du virus. Le plus souvent, chez
I'héte, cette multiplication est restreinte a un tissu voire a des cellules spécialisées de ce tissu.
Le tropismein vivo du virus BK s’exerce vers les cellules épithéliales de diverses origines
mais surtout vers les cellules tubulaires rénales avec un tropisme rénal trées marqué et vers les
cellules endothéliales.

Dans les cellules qui ne correspondent pas au tropisme du virus BK, l'infection est
incompléte et s’arréte au stade de synthese des antigénes précoces, la réplication virale est
alors arrétée sans conséquence ultérieure pour la cellule [Bressollette Bodin et al., 2003].

Le modéle proposé pour le cycle de multiplication du virus BK s’inspire des modeéles
connus pour le virus simien SV40. Ces virus dépendent entierement de la machinerie
cellulaire pour les étapes de transcription et de réplication ; leur cycle de multiplication est
intranucléaire.

La transcription se déroule en deux phases, précoce et tardive, séparées par la
réplication de ’ADN génomique. Les protéines précoces ont une fonction de régulation. Les
protéines tardives qui constituent la capside, ont un réle structural et s’assemblent avec

’ADN génomique néoformé dans le noyau.

1. Tropisme viral — liaison du virus BK au récepteur

Le tropisme viral débute par liaison du virus BK a la cellule. La protéine de capside
VP1 joue un rble majeur dans l'entrée du virus dans la cellule et la liaison du virus BK a son
récepteur. Malgré une homologie avec les aubagomavirus, le virus BK differe par la
nature de son récepteur pour I'entrée dans la cellule.

Le virus BK se lie a I'extrémité N terminale de glycoprotéines porteuses d’'un motif
acide sialique lié en alpha 2,3 au niveau des gangliosides GD1b et GT1b. Le récepteur du
virus BK serait donc une glycoprotéine portant des gangliosides a I'extrémité N terminale.

L’acide sialique lié en alpha 2,3 est supposé interagir avec la liaison des boucles de la protéine
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majeure de capside VP1 [Bressollette-Boetial., 2003 - Dugaret al., 2005 - Dugaret al.,
2006 - Dugan et al., 2008].

2. Réplication virale, les difféerentes étapes

Le cycle de réplication virale commence apreés liaison du virus BK a son récepteur par
l'internalisation du virus BK (figures 4 et 5, page 11).

ST

"
ol

Figure 4 : Entrée du virus BK dans la cellule

D’apres [Drachenberget al., 2003]. a : attachement du virus a la surface de la cellule - b et ¢ : entrée du
virion - d: formation d’une vésicule entourant le virion - e : la vésicule se détache de la membrane
cellulaire

a) Entrée du virus dans la cellule

L'attachement du virion au récepteur est suivi d’'une endocytose cholestérol
dépendante. Il s’agit d’'un type d’endocytose non spécifique appelée pinocytose ; les vésicules
contiennent des gouttelettes de liquide extracellulaire et sont adressées vers les compartiments
intracellulaires. L’étape d’internalisation est relativement longue et dure environ quatre
heures. Une fois a l'intérieur de la cavéole, la poursuite du cycle de multiplication requiert
une étape d’acidification. Le pH acide permet des changements conformationnels de la
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capside et le début du désassemblage du virion [Dracheettsrg2003 - Dugaret al., 2006
- Jiang et al., 2009].

b)  Migration nucléaire

La protéine de capside VP1 contient des signaux d'adressage nucléaire, permettant la
migration des vésicules jusqu‘au noyau ou leur membrane fusionne avec la membrane
nucléaire, au niveau du pore nucléaire. Le processus d’acheminement du virus jusqu’au noyau
se fait par fusion avec le réticulum endoplasmique [Dugan et al., 2006].

La décapsidation se poursuit dans la cellule héte. La capside du virus commence a se
désintégrer huit a douze heures en post-infection. Le pH acide induit des changements
conformationnels de cette derniére qui méenent au désassemblage du virion et a la pénétration

de la membrane nucléaire [Jiang et al., 2009].

c) Reéplication du génome viral

Dans le noyau ont lieu la transcription, la réplication et 'assemblage. L'arrivée du
génome viral dans le noyau initie la transcription des genes viraux et la réplication du
génome.

Des la détection de l'antigene T dans les cellules, une augmentation de la production des
enzymes cellulaires est observée. En effet, la présence de I'antigene T entraine I'expression de
promoteurs viraux et cellulaires.

La cellule entre ensuite en cycle de multiplication et 'ADN polymérase (ADN pol) cellulaire
est activée. La réplication de I'ADN viral est régulée par la phosphorylation de I'antigene T.
L’'antigéne t inactive des protéines kinases et favorise la progression du cycle cellulaire

Apres l'étape de traduction, les protéines de capside néo synthétisées dans le cytoplasme sont
transportées dans le noyau pour I'assemblage des virions. Les interactions capside - ADN viral
- protéines - histones aboutissent a la formation d'un virion entier dont les mécanismes de
formation sont mal connus. Les virions néo formés sont transportés dans des vésicules jusqu'a
la membrane cellulaire, puis libérés par exocytose [Mamnaetik, 2002 - Hurawet al.,

2003 - Bressollette Bodin et al., 2003].
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Figure 5 : Cycle de multiplication virale

D’apres [Bressollette Bodinet al., 2003]
Si I'on résume le cycle de multiplication du virus BK :

1 Liaison du virus BK au récepteur

2 Réplication virale
A Entrée / pinocytose
B Décapsidation
C Réplication virale avec étapes de transcription et de traduction
D Assemblage
E Excrétion virale

3 Latence virale

3. Latence virale

Les polyomavirus tout comme les virus Herpés sont connus pour établir des latences
ou des infections persistantes. La latence du virus a lieu essentiellement dans les cellules

tubulaires rénales. Le virus BK est capable de rester latent a l'intérieur de la cellule cible de

-11 -



I'épithélium rénal sous une forme non réplicative ou avec une réplication minimale, selon un
mécanisme proche de celui de la famille des Herpesviridakétat latent, le génome du virus

BK peut rester sous forme épisomale non intégré dans les cellules cibles de I'épithélium
tubulaire rénal [Bressollette-Bodin et al., 2003].

Le rein est le principal organe de latence du virus; le cerveau, les cellules
leucocytaires du sang circulant sont des sites de latence controversés et seraient plutot
associés a la dissémination du virus.

Des phases de réactivation virales bénignes asymptomatiques peuvent avoir lieu chez
les sujets immunocompétents.

Par ailleurs, la détection de 'ADN de VP1 dans les cellules du sang serait plutdt associée a
une réinfection ou a une réactivation [Dadeal., 2000] ; ceci s’explique en considérant que
l'infection par le virus BK a lieu pendant I'enfance [Repl@e@l., 2001 - Linget al., 2003 -

Jiang et al., 2009].

D. Epidémiologie
Le virus BK est un virus de répartition ubiquitaire dont la séroprévalence est élevée. Le seul

réservoir connu pour ce virus est 'homme.

1. Séroprévalence

La quasi-totalité des primo infections dues au virus BK survient au cours de I'enfance
et sont asymptomatiques. Le virus BK serait acquis un peu plus tét par les enfants en
collectivité que par les enfants gardés a domicile [Knowles et al., 2006].
En général, aucune différence n’est observée entre les hommes et les femmes. Les anticorps
maternels, présents a la naissance, sont perdus durant les premiers mois de vie, ce qui fait
gu'entre 'age de quatre et 11 mois, seuls cing pour cent des enfants ont des anticorps anti
virus BK. Par la suite, la séroprévalence augmente. Aux Etats-Unis, 50 % des enfants entre
trois et quatre ans possedent des anticorps. La séroprévalence atteint presque 100 % vers I'age
de 10-11 ans, puis diminue progressivement pour se situer aux alentours de 70-80 % pour les
sujets plus agés (figure 6, page 13) [Ketal., 2009]. [Mammettest al.,2002 - Bressollette
Bodin et al., 2003 - Hirschet al., 2003 - Hurawset al., 2003 - Knowlest al., 2006 - Bohlet
al., 2008 - Jiang et al., 2009 - Keahal., 2009]
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Séroprévalence du virus BK en fonction de I'age
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Figure 6 : Séroprévalence du virus BK en fonction de I'age

D’aprés [Keanet al., 2009]

2. Distribution mondiale des génotypes

Le virus BK est le seul deBolyomavirus classifié en quatre sous-types par des
techniques sérologiques et génotypiques [Nishimoto et al., 2006 - Zheng et al., 2007].

Le premier schéma de génotypage proposé par Jin et al., repose sur un tres court
segment du géene VP1 (nucléotides 1744 a 1812 — acides aminés 61 a 83 : région antigénique
variable). Quatre sous-types (I a IV) de virus BK ont ainsi été identifiés [Jin et al., 1993].

Le sous-type | est présent partout dans le monde avec des incidences variant de 46 a
82 %. Il est le plus souvent retrouveé. Le sous-type IV a une distribution essentiellement en
Asie a I'exception du Japon, le sous-type IV étant le deuxiéme sous-type le plus fréquent sur
la plupart des continents a I'exception de I'Afrique et du nord-est de I'Asie ; les sous-types |l
et Ill sont rarement détectés dans le monde (figure 7, page 15).

En se basant sur des études de variation de la séquence d’ADN, le sous-type | est lui-méme
divisé en quatre sous-groupes : l/a, I/b-1, 1/b-2, I/c, chacun de ces sous-groupes ayant une

distribution géographique particuliere (figure 8, page 16) [Jin et al., 1993] :
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* le I/a ayant une forte prévalence en Afrique,

* le l/b-1 en Asie du Sud-Est,

* le I/b-2 en Europe (populations européennes et américaines : le virus
BK accompagnerait I'émigration des européens aux Etats-Unis),

* lel/c au Nord-Est de I'Asie (populations asiatiques)

Le sous-type IV du virus BK pourrait avoir infecté les ancétres de I’'homme en Afrique
et ensuite s’étre disséminé partout dans le monde en fonction des migrations des populations
africaines. L'autre hypothése est que le sous-type IV pourrait avoir été transmis d’un primate
vers des ancétres asiatiques, et ensuite s'étre réparti sur toute la région eurasienne [Jin et al.,
1993].

Le sous-type IV présente six sous-groupes (IV/a-1, IV/a-2, IV/b-1, IV/b-2, IV/c-1, et IV/c-2).
Comme pour le sous-type |, chaque sous-groupe présente une localisation géographique
particuliere ; tous ces sous-groupes ont une forte prévalence dans les populations de I'Asie du

sud-est avec par exemple le sous-type IV/c-2 présent en Asie du Nord-Est et en Europe.

Pour expliquer la répartition géographique du virus BK, I'hypothése que ce virus a migré
comme les populations humaines a été évoqueée. Le virus BK pourrait étre utilisé comme
marqueur en génétique anthropologique. Nishimeto al., pensent que les clades
correspondant aux sous-types I, Il et IV ont divergé il y a 4,4 millions d’années [Nishimoto
et al., 2006].

Malgré l'importante homologie d’acides aminés entre les sous-types, une différence existe
entre le sous-type | et les sous-types Il, Il et IV, cette différence reposant sur le changement
de position d’'un acide aminé négativement chargé des positions 75 a 77. Cette variabilité
pourrait, dans certains cas, avoir des conséquences sur la structure secondaire et tertiaire de la
protéine ; cela altérerait la capacité du virus a interagir avec les cellules de I'héte [Tremolada
et al., 2010]. Il n’a pas été établi que les sous-groupes représentent une différence au niveau

clinique car le changement de nucléotide n’est pas associé a un changement d’acide aminé.

Parmi les différents génotypes de virus BK décrits, il n’a pas été observé pour l'instant de lien

bY

entre la survenue d'une néphropathie a virus BK et un génotype ou une souche virale
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particuliere. Le polymorphisme de VP1 influence la croissance du virus en culture et son

aptitude a induire un effet cytopathogene. Il serait intéressant d’identifier les séquences
primordiales pour la croissance et la pathogenése, ce qui pourrait faciliter le développement
de nouvelles options thérapeutiques [Tremoletda., 2010]. [Jinet al., 1993 - Bakstet al.,

2001 - Nishimotcet al., 2006 - Sharmat al., 2006 - Dugaret al.,2007 - Zhengt al., 2007 -

Bohl et al., 2008 - Krumbholz et al., 2008 - Luo et al., 2009 - Zhong et al., 2009]
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Figure 7 : Distribution des sous-types de virus BK dans le monde
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D’aprés [Zhenget al., 2007]

3. Mode de transmission

Le mode de transmission le plus fréquent et le plus probable du virus BK est une
contamination interhumaine par voie respiratoire. L’homme est le seul hote pour le virus BK.
Il 'y a pas de réservoir animal connu [Hirsch et al., 2003].

Ainsi, le mode de transmission le plus fréquemment proposé par les différents auteurs
implique les voies respiratoires hautes, ce qui permet d'expliquer la séroprévalence élevée des
le plus jeune age [Mammetgt al., 2002 - Bressollette Bodiat al., 2003 - Leungget al.,

2005]. En effet, le virus BK a été retrouvé dans des aspirations naso-pharyngées d’enfants
ayant des infections respiratoires [Goudsmit et al., 1982].

La mise en évidence du virus dans d'autres liquides biologiques, en particulier les
urines, le liquide séminal et le sang, laisse envisager I'hypothése d'une transmission par ces
voies [Reploegt al., 2001]. Mais ces modes de transmission restent peu probables et rares.
Par ailleurs, 'ADN du virus BK est aussi trouvé dans les leucocytes du sang circulant, ce qui

évoque la possibilité que le virus puisse étre transmis par les produits de transfusion et les
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cellules souches hématopoiétiques, hypothese encore largement débattue a I'heure actuelle
[Chatterjee et al., 2000 — Mannon et al., 2005].

Une possibilité de transmission par voie sexuelle a été évoquée. Néanmoins, I'age de
primo-infection étant antérieur a 'age de début de l'activité sexuelle, ce mode de transmission
parait peu plausible [Monini et al., 1996].

La transmission par voie transplacentaire a également été suggérée, méme si ce mode
de transmission semble exceptionnel. L'ADN du virus BK a été recherché dans des tissus
foetaux et maternels pour des fcetus avortés. Les séquences présentent de fortes homologies, ce
qui laisse envisager la possibilité d’'une transmission verticale, de la mere a I'enfant. Le virus
BK serait capable, via le placenta, d’établir des sites de latence chez le feetus [Betldbrini
2010].

La possibilité d’'une transmission oro fécale a été également proposée [Keballes
2006]. [Pietropaolet al., 1998 - Reploegt al., 2001 - Hirschet al., 2003 - Hurauxt al.,

2003 - Randhawet al., 2006]

E. Physiopathologie de I'infection par le virus BK

1. Chez I'immunocompétent

La primo-infection a virus BK est dans la grande majorité des cas asymptomatique.
Elle survient aprés pénétration du virus au niveau des voies respiratoires, ou il peut se
multiplier dans les amygdales. Les rares symptémes ayant été associés a ce virus sont de la
fievre et des signes respiratoires hauts non spécifiques [Hetaalx 2003 - Jianget al.,
2009].

Par la suite, le virus se dirige par voie hématogene vers les organes cibles : le rein, le tractus
urinaire [Heritageet al., 1981]. Le site majeur de la persistance virale est I'épithélium du rein
(épithéliums de transition, des tubules rénaux, de la capsule de Bowman) et du tractus urinaire
Le génome viral y serait alors sous forme épisomale [Corretille, 2011]. La présence de

I'ADN du virus BK a également été détectée dans d’autres organes (foie, estomac, poumons,
glandes parathyroides, nodules lymphoides), et en particulier dans le cerveau et les cellules
mononuclées sanguines. L'observation d'épisodes d'excrétion virale urinaire, y compris chez

les sujets immunocompétents, démontre la capacité de ce virus a se réactiver périodiquement.
-17 -



Des cas possibles d’infection par le virus BK ont été décrits devant des cystites associées ou
non a une hématurie et des syndromes néphrotiques [Comrtadlle 2011]. Le virus BK a
également été détecté chez des enfants souffrant d’encéphalite [Behzad-Bebbahani
2003].

Les données concernant la réponse immune sont, elles aussi, tres limitées. Il a été
proposé que l'immunité humorale soit prédominante dans les suites de l'infection aigué. Les
anticorps dirigés contre VP1 sont neutralisants et inhibent I'hémagglutination. A l'inverse, et
en raison de l'observation de réactivations virales plus fréquentes chez les sujets présentant un
déficit de I'immunité cellulaire, il est probable que la réponse T soit responsable du contréle
de linfection [Hirschet al., 2005]. La réactivation du virus chez I'immunocompétent ne
s’accompagne d’aucune manifestation clinigue majeure malgré la présence du virus BK dans
les urines.

La réponse immunitaire innée et acquise vis-a-vis du virus BK a été peu étudiée. La réponse
humorale consiste en la production d'immunoglobulines G, dimmunoglobulines M,
d'immunoglobulines A incluant des anticorps neutralisants et spécifigues des sous-types
dirigés contre les déterminants de la protéine majeure de capside VP1.

L'immunité humorale et cellulaire expliquerait le statut inflammatoire des sites de
réactivation du virus BK avec afflux de polynucléaires neutrophiles, de cellules NK, de
lymphocytes T [Hirsch et al., 2003].

Les viruries sont asymptomatiques et peuvent avoir lieu dans la population générale
dans 0,3 a six pour cent des cas, chez les femmes enceintes, les personnes agées, en cas de
lupus, de diabete compliqué, de lymphomes, de chimiothérapie, ou de déficience immunitaire
[Gardneret al., 1984 - De Mattekt al., 1995 - Hedquiskt al., 1999 - Lafonet al.,1998 -
Reploeget al., 2001 - Mammettet al., 2002 - Bressollette Bodiet al., 2003 - Jiangt al.,

2009].

2. Chez I'immunodéprimé

La réactivation du virus BK peut survenir dans certaines circonstances, le plus souvent
dans un contexte dimmunosuppression souvent cellulaire. Le virus BK est un virus
opportuniste qui affecte le greffé meédullaire et le transplanté rénal ; il occasionne de graves
pathologies rénales décrites ci-dessous. Etant donné les données séro-épidémiologiques du
virus BK, ces manifestations cliniques seraient plutét dues a une réactivation virale qu’a une

nouvelle infection.
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Les viruries symptomatiques sont présentes en transplantation rénale et en greffe de
moelle osseuse et associées a une expression clinique de type cystite hémorragique, sténose
urétérale, néphrite interstitielle.

Au stade SIDA, il peut y avoir des pneumopathies interstitielles a virus BK.

a) Chez le transplanté rénal

» Pathologie
La néphropathie a virus BK observée chez les recs\wi greffon rénal est due a la
multiplication intense du virus dans les cellules de I'épithélium tubulaire rénal. Elle peut

survenir dans des délais variables suivant la transplantation.

> 10 a 60 % des patients transplantés rénaux peuvent avoir une réactivation du virus BK,
associée ou non a une dysfonction rénale [Randhawa et al., 2000].

» Les néphropathies a virus BK sont décrites chez un a dix pour cent des
transplantations rénales [Hirsch et al., 2003].

» La perte de greffon survient dans plus de 50 % des cas dans les publications initiales

[Randhawa et al., 1999 - Ramos et al., 2002].

Ci-aprés (figure 9, page 20) sont décrits les facteurs évoqués dans la transformation
d’'une virémie vers une néphropathie a virus BK. Les patients les plus touchés seraient
essentiellement de sexe masculin, d’'un certain age. Des facteurs de risque sont inhérents a la
transplantation proprement dite avec la durée d’'ischémie froide, les mismatch HLA ; d’autres
seraient liés au virus BK qui a un tropisme rénal marqué. Cette transformation a lieu dans des
contextes particuliers d'immunosuppression et de fragilité (infection, inflammation, immunité
humorale)... Le reflux vésico-urétéral, quasi inéluctable en transplantation rénale, aurait un

réle avec le passage systémique au niveau des capillaires péri tubulaires du virus BK.
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Figure 9 : Déterminants (cercles) et modulateurs dans I'apparition d'une néphropathie consécutive a une
virémie & virus BK

D’apres [Hirsch et al., 2003 - Hariharanet al., 2006]

La caractéristique la plus frappante de linfection a virus BK chez les transplantés
rénaux est l'absence de fievre, associée a des myalgies, malaises, leucopénies, anémie,
thrombopénie, ou de tout autre symptdme comme pour une infection virale quelconque
malgré des charges virales élevées.

Chez les transplantés rénaux, les manifestations cliniques varient d'une virurie
asymptomatique a une néphrite avec dysfonction rénale. Le virus BK peut engendrer des
hématuries asymptomatiques, des cystites hémorragiques, des sténoses urétérales et des
néphrites tubulo-interstitielles. Ces complications résulteraient des effets combinés sur la
mugqueuse veésicale de la virurie a virus BK et des molécules immunosuppressives utilisées.
Récemment, plusieurs observations font état de néphrite tubulo-interstitielle entrainant la
perte du greffon rénal associée a la présence de cellules urinaires infectées par le virus BK
(« decoy cells»). Les «decoy cells » sont décrites dans la partie diagnostic ; il s’agit du nom

anglais des cellules rénales infectées par le virus BK.
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* Origine des pathologies rénales

Tout d’abord, les lésions de I'uro épithélium créantenvironnement favorable a la
réplication du virus BK ('immunosuppression favoriserait la réactivation du virus latent et
créerait un environnement favorable a la multiplication virale) [Leeingl., 2005]. La
réplication du virus BK, non contrélée en I'absence d’immunité fonctionnelle, conduit aux
Iésions cytologiques, sous la forme d’excrétion urinaire decey cells » et d’hématurie. En
post transplantation, le retour d’immunité ou la constitution d'immunité contre le virus BK
peut générer des lésions secondaires dans la muqueuse et des hémorragiest [aleung
2005] (figure 10).

Phasel: Phasell: Phase llI: Réaction immunitaire

stimulus L'immunosuppression deslymphocytes du donneur
conduitaune contre les antigénes duvirus
réactivationvirale perpétuantleslésions cellulaires

AAA A @’ A e
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@ Virus BK

A Antigéne du virus BK

@ Hématie
Lymphocyte T du donneur

Figure 10 : Modéle proposé de survenue d'une cystite hémorragique

D’apres [Leung et al., 2005]

Les lymphocytes T ont un réle primordial dans I'immunité virale. Il est envisageable que le
mangue de réponse immune cellulaire face a une charge virale élevée puisse déterminer la
survenue d’'une néphropathie. Ce déficit de réponse immunitaire cellulaire est observé en cas

d’exceés de traitement immunosuppresseur. Avant le milieu des années 1990, le virus BK
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n’était que rarement impliqgué en pathologie chez les transplantés rénaux. A partir de cette
période, le mycophénolate mofétil et la tacrolimus ont été introduits comme agents

immunosuppresseurs.

Virus BK

@
@ Cellule épithéliale

Cellule en mitose

Decoycell

N\ Vaisseausanguin
@ Lymphocyte B

Polynucléaire neutrophile

Figure 11 : Mécanisme des lésions associées au virus BK au niveau tubulaire rénal

D’apres [Hirsch et al., 2002]

L’évolution de ces néphropathies est catastrophique : I'effet cytopathogéne persiste
dans 70 % des cas, le greffon est perdu dans 45 % des cas, et méme en cas de controle de la
virémie, une fibrose séquellaire majeure se développe dans 75 % des cas [Radihawa
2000].

Les lésions du virus BK au niveau tubulaire rénal aboutissent a des Iésions des cellules
de I'épithélium tubulaire rénal et sécrétion delegoy cells» dans les urines (figure 11)

[Hirsch et al., 2002].
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L’échec d’éradication du virus BK conduit a une aggravation de la fonction rénale. Etant
donné que les signes histologiques et la disparition desoy cells » précedent la disparition

du virus BK du sang, un monitoring par biologie moléculaire pourrait étre intéressant jusqu’a
ce que I'excrétion du virus soit indétectable ou en-dessous du seuil associé a une néphropathie
[Bohl et al., 2007].

b) Chez le greffé médullaire

Chez le greffé médullaire, les manifestations cliniques du virus BK sont a type de
cystites. Mais les cystites peuvent avoir diverses étiologies chez le greffé médullaire. Elles
peuvent soit survenir avant la greffe (ce sont des cystites transitoires essentiellement liées a la
chimiothérapie), soit en période post greffe (ce sont des cystites qui peuvent survenir dans
le mois qui suit la sortie d’aplasie sous la dépendance de différents facteurs : l'irradiation, la
réaction immunitaire, I'action de différents virus (virus BK, cytomégalovirus, adénovirus),
l'intensité de la réaction du greffon contre I'hote, I'intensité de lirradiation corporelle).

La cystite hémorragique a une incidence de 10% en greffe de cellules souches
hématopoiétiques. Les facteurs de causalité sont les procédures de conditionnement comme
les oxaphosphorines (cyclophosphamide, ifosfamide), le busulphan, I'étoposide a forte dose et
sont également liés a des facteurs propres a la transplantation de cellules souches (les effets
urotoxiques du conditionnement, la réactivation virale a virus BK, cytomégalovirus ou
adénovirus, les manifestations de rejet du greffon contre I'héte). Une cystite hémorragique
associée au cyclophosphamide peut étre distinguée d’une cystite hémorragique due au virus
BK par des différences cliniques. La cystite hémorragique liée a I'acroléine, le métabolite
urotoxique du cyclophosphamide, a un début précoce (moins d’'une semaine aprés la
transplantation) et une durée courte (moins d’'une semaine). Au contraire, la cystite
hémorragique associée au virus BK débute au moins dix jours (deux a huit semaines) apres la
transplantation, dure plus longtemps (plus d’'une semaine) et est associée a une virurie. |l
s’agit d'épisodes tardifs et prolongés [Bressollette Batlial.., 2003 - Hirschet al., 2003 -

Leunget al., 2005].

Il a été proposé des grades pour la cystite hémorragique a savoir le grade 1 pour une
hématurie microscopique, le grade 2 pour une hématurie macroscopique, le grade 3 pour une

hématurie macroscopique avec petits caillots et le grade 4 pour une importante hématurie avec
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des caillots causant une obstruction du tractus urinaire nécessitant un geste instrumental pour
oOter le caillot.

La clinique de la cystite hémorragique est un besoin d’uriner fréquent et urgent di a une
inflammation de la muqueuse. Une douleur au-dessus du pubis et des spasmes peuvent étre
présents. Le lien entre le virus BK et les cystites hémorragiques a été évoquée dés 1976 quand
des particules ressemblant a des papovavirus ont été retrouvées dans les urines.

La cause exacte de 'augmentation de la prévalence des néphrites a virus BK reste inconnue
de facon précise mais est corrélée avec [l'utilisation de puissants traitements
immunosuppresseurs et la diminution des rejets aigus ces dernieres années [Det Mattei

1995 - Hedquist et al., 1999 - Lafon et al.,1998 - Reploeg et al., 2001 - Mammette et al., 2002

- Bressollette Bodin et al., 2003 - Jiang et al., 2009 - Corneille et al., 2011].

c) Autres transplantations

Dans les autres transplantations, les néphropathies associées au virus BK sont rares
bien que le traitement immunosuppresseur fragilise l'immunité cellulaire des patients
[Corneille et al., 2011]. Cependant, une nouvelle infection exogéne peut étre a l'origine de ces

pathologies rénales chez les immunodéprimés.

3. Virus BK et néoplasie

Les capacités transformantes &etyomaviridae in vitro et le développement possible
de néoplasies chez les rongeurs sont connues depuis longtemps. Or, bien que I'ADN du virus
BK ait pu étre mis en évidence par hybridatiarsitu dans plusieurs types histologiques de
tumeurs cérébrales (épendymome, meéningiome, glioblastome, neuroblastome,
oligodendrogliome...), ainsi qu'occasionnellement dans d'autres tissus (adénome
hypophysaire, tumeur pancréatique, sarcomes, carcinome rénal ou urinaire), il n'existe aucune
preuve de la responsabilité directe du virus BK dans le développement de ces processus
tumoraux [De Matteet al., 1995 - Hedquisét al., 1999 - Laforet al.,1998 - Reploegt al.,
2001 - Mammettet al., 2002 - Bressollette Bodit al., 2003 - Jiangt al., 2009]. A ce jour,
il N’y a pas de relation clairement établie entre le virus BK et le développement de tumeurs
[Jiang et al, 2009].
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Les conséquences de l'interaction entre le virus et la cellule héte dépendent en premier
lieu de I'espéce dont est issue la cellule infectée. Pour les cellules appartenant a I'héte naturel
du virus, a savoir I'homme, l'infection aboutit a la lyse des cellules permissives, associée a la
survenue d'un effet cytopathogene. Dans les cellules non permissives, l'infection est abortive
et s'arréte au stade de synthése des antigénes précoces ; la réplication du génome viral est
alors bloquée et l'interaction virus/cellule est généralement sans conséquence ultérieure pour
la cellule. Dans de rares cas d'essaigtro, il a été montré des altérations morphologiques,
une augmentation de la durée de vie et I'apparition d'anomalies chromosomiques. Cependant,

les cellules transformées ne présentent pas toutes les caractéristiques des cellules tumorales.

Dans les cellules non humaines, l'interaction est limitée a une infection abortive qui peut
aboutir a la transformation cellulaire. Les virions entiers, 'ADN complet ou les fragments

génomiques codant pour les antigenes précoces du virus BK sont ainsi capables de
transformerin vitro des fibroblastes embryonnaires ou des cellules rénales ou cérébrales de
rongeurs, de lapin ou de singe. L'ADN viral est soit intégré au génome cellulaire, soit présent

sous forme épisomale [Reploeg et al., 2001].

Les mécanismes de I'oncogenése ont surtout été étudiés pour le SV40, impliquant l'interaction
de I'antigéne T, synthétisé en exceés au cours des infections abortives, avec les protéines p53 et
pRb. Dans le cas du virus BK, seule l'interaction avec pRb a été mise en évidence, a un niveau
plus faible que pour le SV40. La région précoce du génome du virus BK code en effet deux
oncoprotéines virales : I'antigene T et l'antigéne t. L'antigéne T assure de nombreuses
fonctions qui altérent le métabolisme normal physiologique des cellules, ce qui conduit a une
immortalisation et a une transformation néoplasique. Il n'y a pas de preuve formelle que le
polyomavirus BK joue un rble direct dans les cancers humains mais il agirait plutdt comme
cofacteur dans la pathogenése de certains cancers.

Enfin, la forte prévalence des infections par le virus BK suggére que le virus BK n’est pas
suffisant pour générer des transformations malignes chez le sujet immunocompétent et méme
chez les patients au statut immunologique compromis ; des facteurs additionnels et/ou des
altérations génétiques seraient requis [Haetrial., 1998 - Hirschet al., 2003 - Fioritiet al.,

2005 - Jiang et al., 2009].
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F. Le diagnostic d'une infection par le virus BK et la
surveillance

Le diagnostic biologique des infections a virus BK était, jusqu'a ces dernieres anneées,
peu frequemment effectué en pratique de routine. L'avenement de techniques rapides de
biologie moléculaire et I'observation d'un accroissement de la fréquence des infections en
transplantation rénale expliquent un regain actuel dintérét pour ce virus. eBathl
(figure 12), rapportent que le virus BK est présent dans les urines pour 30 a 40 % des patients
transplantés rénaux, avec mise en évidencedieoy cells» pour 20 a 30 % d’entre eux et
présence du virus au niveau sanguin dans 10 a 20 % des cas. La néphropathie est décrite

comme survenant chez 10 % d’entre eux [Bohl et al., 2007].

< Virurie 30-40%

< «Decoy cells» 20-30%

Virémie 10-20%

4 / / Néphropathie 0-10%

Perte du greffon 0-5%

Figure 12 : Type et prévalence des infections a virus BK chez les transplantés rénaux

D’apres [Bohl et al., 2007]

1. Clinique

L’excrétion urinaire du virus BK chez les sujets immunocompétents peut étre associee

a des symptbmes au niveau du tractus urinaire. Cependant, le virus n’est en général pas
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détecté dans les urines. Selon Jieing., 5 % des sujets immunocompétents ont une virurie a
virus BK [Jiang et al., 2009].
En revanche, I'excrétion urinaire du virus est présente chez les patients sous traitement
immunosuppresseur comme les transplantés rénaux, les greffés de mcelle, tout comme les
patients cancéreux ou souffrant de maladies auto-immunes.
La virurie a virus BK peut aussi étre notée chez les femmes enceintes, le pourcentage
d’excrétion augmentant avec I'avancée du terme de la grossesse. Une primo-infection d’une
femme enceinte par le virus BK peut entrainer une contamination fcetale ; le virus BK a été
retrouvé dans des organes (rein, cerveau) de foetus avortés et dans le tissu placentaire de
grossesses qui se sont déroulées sans anomalies. Les variations physiologiques de la réponse
immunitaire peuvent étre associées a une excrétion de virus (diminution de la réponse
immunitaire avec I'adge), comme c’est le cas chez les personnes de plus de soixante ans, sans
pour autant que cette excrétion soit associée a une signification clinique [Aretied\yw4983
- Huraux et al., 2003 - Drachenberg et al., 2006 - Knowles et al., 2006 ].

En raison de l'absence de symptdme clinique spécifique, le diagnostic de néphropathie
a virus BK nécessite dans tous les cas une confirmation histologique. La persistance de la
néphropathie est associée a une dysfonction du greffon dans 10 a 100 % des cas goleman
al., 1973 - Hirsch et al., 2002 - Mammetteal., 2002 — Hurawset al., 2003 - Drachenberg
al., 2005 - Leung et al., 2005 - Randhaetaal., 2006 - Dropulic et al., 2008].

2. Cytologie urinaire

Les signes typiques d’'une néphropathigallyomavirus consistent en l'apparition
d’inclusions nucléaires dans les cellules tubulaires épithéliales, souvent sous la forme de
granulations basophiles ou éosinophiles. Les changements cytopathogénes associent un
élargissement du noyau a contour irrégulier et une chromatine d’aspect sali. Les cellules
tubulaires épithéliales altérées se détachent dans la lumiere des tubules, la membrane basale
se retrouvant ainsi dénudée. Un infiltrat inflammatoire de lymphocytes, neutrophiles et
monocytes est présent dans les néphropathies persistantes a virus BK associé a la fibrose.

Les lésions tubulaires associées au virus ont une conséquence clinigue pour les raisons
suivantes :

- les cellules infectées sont éliminées dans les urines ce qui les rend détectables a la

cytologie urinaire («lecoy cells ») ou par biologie moléculaire
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- les lésions plus importantes conduisent a une rupture des membranes basales ce
qui conduit & une dissémination du virus au niveau sanguin et généere une virémie

- la réaction inflammatoire consécutive a linfection est sévére et peut étre
confondue avec un rejet aigu

- les lésions tubulaires peuvent conduire a des changements irréversibles (fibrose

interstitielle ou atrophie tubulaire).

3. Virologie

a) Diagnostic indirect

En l'absence de techniqgues commercialisées, la détection des anticorps est réalisée par
des techniques « maison », fondées sur l'inhibition de I'hnémagglutination ou technique de
dosage immunoenzymatique. En raison de la séroprévalence élevée (90 % pour Rendhawa
al.) des anticorps anpelyomavirus et de la réponse immunitaire perturbée chez les malades
transplantés, les sérologies sont d’application limitée. Ainsi, le diagnostic sérologique ne
présente, en dehors des études épidémiologiques, que peu d'intérét [Magnaiet2002 -
Bressollette Bodin et al., 2003 - Randhawal., 2006].

b) Diagnostic direct

(1) Lamicroscopie électronique

Technique historique pour la détection dRabyomavirus, la microcopie électronique
n’est actuellement plus utilisée en routine.

Les Polyomavirus sont caractérisés par le diamétre de leur capside. Lorsque les virus
sont extracellulaires sous forme libre, I'utilisation conjointe d’anticorps spécifiques, en
agrégeant les virus, augmente la sensibilité de cette technique et identifie les virus visualisés.
La microscopie électronique (figure 13, page 29) a longtemps été utilisée pour la mise en
evidence deBolyomavirus sur des coupes de biopsie ou dans les urines. Elle montre de petits
virus de 40 a 50 nm de diametre, monomorphes, intranucléaires, intra cytoplasmiques et
extracellulaires, en petits groupes, parfois d'aspect granuleux, pseudo cristalloide [Mammette
et al., 2002 - Bressollette Bodin et.al2003].
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Figure 13 : Virus BK dans I'urine par microscopie électronique (x152 000 et 280 000)

D’aprés [Hirsch et al., 2003]

(2) Isolement du virus - Culture cellulaire

L’isolement du virus en culture cellulaire peut sebver avec apparition d'un effet
cytopathogene. Celui-ci d’apparition lente, de quelques semaines a un mois est souvent
inconstant et d’'interprétation délicate.
Les antigénes précoces sont détectés dés la vingt quatrieme heure, mais les virions infectieux
ne sont mis en évidence que beaucoup plus tardivement. L'effet cytopathogene apparait en
général au bout de deux a trois semaines (figures 14 et 15, page 30). Il est caractérisé par la
présence de cellules arrondies, translucides en microscopie a contraste de phase, contenant
des vacuoles intra cytoplasmiques et se détachant de la couche cellulaire adhérente aprés
élongation du cytoplasme. La multiplication virale est possible sur cellules fibroblastiques
humaines ou sur cellules rénales humaines [Garenal., 1971 - Colemaret al., 1973 -
Mammette et al., 2002 - Bressollette Bodin et al., 2003]. Son intérét est limité en routine.
Cette technique présente l'avantage de visualiser un effet cytopathogéne mais les
inconvénients sont nombreux (nécessité d’avoir des cellules en culture, lecture réguliere des
cultures, manque de sensibilité de cette technique, délai long, contamination bactérienne des

cultures possible).
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Figure 14 : Effet cytopathogéne du virus BK sur des cellules embryonnaires de rein

Les cellules sont élargies, avec un noyau pycnotique et une élongation du cytoplasme. D'apres [Mejor
al., 2001 - Bressollette Bodiret al., 2003]

Figure 15 : Effet cytopathogéne du virus BK

D’apres [Gardner et al., 1971], l'effet cytopathogéne observé consiste en en un noircissement du
cytoplasme et une apparence granulaire des cellules de la monocouche du tapis cellulaire. L’effet

cytopathogene est complet avant le délai de 28 jours.
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(3) Cytodiagnostic

Les cellules urinaires infectées par le virus BKpedpes «lecoy cells » en anglais,
sont les témoins de I'effet cytopathogene du virus (figures 16 a 18, pages 31 a 33). Ce sont
des marqueurs d’activation et de réplication virale qui aboutissent a des modifications
morphologiques des cellules urothéliales et rénales. « Decoy » signifie leurre, piege. Les
« decoy cells » sont des cellules au noyau volumineux, hyperchromiques, homogenes avec un
aspect dit en verre dépoli lié a la présence d’inclusions virales nucléaires. Les inclusions
virales sont centro-nucléaires. La chromatine a un aspect laguédeesy cells» sont
révélées par la coloration de Papanicolaou sur les urines. C’est une méthode sensible (100 %)
et spécifique (71 %). La valeur prédictive négative pour la néphropathie a virus BK est de
100 % et la valeur prédictive positive est de 29 % [Hirsch et al., 2002].
La mise en évidence deslecoy cells » dans les urines est réalisable rapidement avec un colt
peu onéreuxCependant, sont mises en évidence des cellules augmentées de volume avec
inclusions intranucléaires trés basophiles, modifications inconstantes et non spécifiques. Seul
limmunomarquage des cellules infectées par des anticorps mono spécifiques permet une
identification précise [Nickeleiet al., 1999 - Nickeleitet al., 2000 - Hirschet al., 2002 -
Mammetteet al., 2002 - Drachenberg al., 2005 - Boutonnagt al., 2009 - Thoulouzan et al.
2010].

Figure 16 : «Decoy cells» (Coloration de Papanicolaou, x60 et x400)

D’apres [Nickeleit et al., 2000 - Dropulicet al., 2008]
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Figure 17 : «Decoy cells»
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D’apres [Drachenberg et al., 2005] A : «Decoy cells» de différentes tailles dans des cellules au degré de
préservation variable. B : Noyau augmenté de taille de Recoy cell » avec des changements dégénératifs.
C : « Decoy cell » avec plusieurs noyaux. D :xecoy cell » typique avec inclusion intranucléaire basophile.

E : Modifications aspécifiques dégénératives des cellules épithéliales fréquentes en cas d'inflammation

aigué.

Figure 18 : «Decoy cells» en contraste de phase

D’'aprés [Mackenzieet al., 1978 - Hirschet al., 2002 - Drachenbergt al., 2004 - Hirschet al., 2009]

(4) Diagnostic histologique
Le diagnostic de néphropathie associée au virus 8poge actuellement sur la
ponction biopsie rénale qui est la technique de référence. Les signes sont ceux d'une néphrite
tubulo-interstitielle, ou les modifications histologiques observées associent :
- des signes d'inflammation interstitielle ou tubulite,
- uninfiltrat cellulaire réparti de facon focale autour des tubules,
- des altérations de I'épithélium tubulaire a type de nécrose focale pouvant mettre a
nu les membranes basales,
- et surtout la présence d'inclusions intranucléaires évocatrices, dont le type le plus
fréquent donne un aspect en verre dépoli (figures 19 et 20, pages 35 et 36)
Le marquage immuno histochimique ou I'hybridation situ dirigés contre un antigene
précoce ou une protéine de capside confirment le diagnostic et éliminent les fréquentes
sources d'erreurs (infection a cytomégalovirus, rejet) (figure 21, page 37).
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Les changements pathologiques consécutifs a l'infection sont hétérogenes et dus a la
distribution multifocale des Iésions au cours de l'infection. Les Iésions se caractérisent par la
présence d’inclusions intranucléaires associées a une tubulite avec nécrose tubulaire et
infiltrat interstitiel lympho-plasmocytaire avec des polynucléaires.

Les lésions précoces de la néphropathie sont caractérisées par un parenchyme normal
ou légérement anormal avec des cellules montrant des lésions focalisées. De par la nature
focale de cette néphropathie, il peut y avoir de larges zones saines entre les foyers infectés, ce
qui peut conduire a un résultat de biopsie faussement négatif.

Au contraire, les Iésions tardives de néphropathie surviennent dans un contexte de lésions
chroniques au niveau du parenchyme rénal avec atrophie tubulaire, fibrose interstitielle et
inflammation chronique. Les effets cytopathogénes typiques du virus BK sont plus difficiles a

observer a un stade avancé du fait de I'état atrophique des tubules. La progression de la

néphropathie est liée a un élargissement des sites infectés qui peuvent devenir confluents.

A cause de la nature focale de la biopsie et de la possibilité d’erreur d’échantillonnage de 10 a
30 %, le résultat négatif d'une biopsie ne peut exclure totalement le diagnostic de

néphropathie a virus BK. En cas de forte suspicion (par exemple virémie persistante et

premiére biopsie négative), la plupart des centres recommandent une nouvelle biopsie.

Il est possible de coupler I'analyse histologique a une analyse par immunohistochimie, les
anticorps dirigés contre I'antigéne T du virus simien SV40 sont les plus utilisés mais il existe
aussi des anticorps dirigés contre VP1 ou I'agnoprotéine [Nicletlaliit, 1999 - Nickeleitet

al., 2000 - Drachenbergt al., 2001 - Hirschet al., 2002 - Bressollette Bodiet al., 2003 -
Hirschet al., 2003 - Drachenberg al., 2004 - Drachenberg al., 2005 - Leunggt al., 2005 -
Hariharanet al., 2006 - Nickeleitet al., 2006 - Bohlet al., 2007 - Dropulicet al., 2008 -

Hirsch et al., 2009].

L’avantage de la biopsie rénale est qu’elle reste, a I'heure actuelle, I'examen de référence de
diagnostic de la néphropathie a virus BK. Les inconvénients de la biopsie sont qu’il s’agit
d’'un examen invasif. De plus, de par la nature focale de la biopsie, celle-ci peut conduire a un

résultat faussement négatif.
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Figure 19 : Histologie d'une biopsie rénale présentant une néphropathie a virus BK
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2. types d'inclusions virales intranucléaires — 2a Inclusions virales d'aspect en verre dépoli et
granulations éosinophiles — 2b Granulations finement homogénes

3: tubules rénaux avec des cellules infectées — 3a une cellule infectée est présente dans la lumiére.
L'interstitium ne présente qu’une inflammation minime — 3b Cellules nécrosées avec changements
cytopathogénes en dehors de la lumiére du tubule. La membrane basale du tubule est dénudée.

4 : inclusions intranucléaires dans les cellules épithéliales pariétales de la capsule de Bowman

5: Polyomavirus détecté par immunohistochimie. Les cellules épithéliales tubulaires montrent une

réaction positive en présence d'anticorps spécifiques de l'antigéne T du virus simien SV40. D’'apres
[Nickeleit et al., 1999]

Figure 20 : Biopsies chez un patient transplanté rénal avec réactivation a virus BK douze mois apres la

transplantation

D’aprés [Drachenberget al., 2001]
A : Biopsie initiale qui montre que de rares tubules ont des changements cytopathogénes. Un tubule
présente un noyau augmenté de taille ce qui est souligné par le marquage a I'immunoperoxydase.
B : Néphropathie tubulo interstitielle. La partie supérieure de I'image montre un parenchyme sain. La
partie inférieure de limage révele une inflammation chronique, une atrophie et des changements
cytopathogenes viro-induits.
C : La biopsie révele une néphropathie interstitielle tubulaire. L’atrophie est davantage présente.
D : Sept mois apres le diagnostic, la biopsie montre une fibrose interstitielle extensive et une atrophie

tubulaire. Il y a des séquelles des changements cytopathogenes.
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Figure 21 : Présence du virus BK dans les cellules tubulaires rénales en immunohistochimie

D’aprés [Lekakis et al., 2009]

(5) Biologie moléculaire

L'émergence diagnostique des néphropathies a vikusrBtransplantation a coincidé
avec le développement de techniques de biologie moléculaire de plus en plus performantes
pour le diagnostic direct en virologie. Celles-ci peuvent étre appliquées a la recherche de
différentes parties du génome viral dans divers prélévements (urines, plasma, biopsies).
Différentes techniques peuvent également étre utilisées pour la détection. Cependant, la PCR
(Polymerase Chain Reaction) en temps réel est la plus utilisée. Elle utilise le principe de base
classique de la PCR (amplification cyclique d'un fragment d’ADN) avec pour différence une
amplification non pas mesurée en point final mais tout au long de la réaction, donc en temps
réel. La PCR en temps réel présente de nombreux avantages : grande sensibilité, spécificité
élevée par les sondes, rapidité, reproductibilité, possibilité de quantification en utilisant une
gamme plasmidique. L’inconvénient de ce type de technique est son colt. Un autre
inconvénient peut étre le manque d'efficacité et de flexibilité pour certaines mutations. Les
cibles amplifiées peuvent étre chacune des régions du génome, a savoir une région de VP1, de
NCCR, ou de I'antigéne T. C'est la technique utilisée au laboratoire de virologie du CHU de
Nancy.
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La quantification est fondée sur I'amplification en paralléle d'une gamme de standard
plasmidique. Les performances obtenues sont en général excellentes.

Les résultats obtenus par les différentes équipes restent tres hétérogenes, en raison de
meéthodologies différentes, du faible nombre d'études prospectives et du faible nombre de
patients étudiés. Le colt d'une PCR quantitative du virus BK a partir du sang ou des urines
est un examen hors nomenclature des actes de biologie médicale, soit un BHN 280
(75,60 euros) [Mammette et al., 2002 - Bressollette Bodin et al., 2003].

G. La prise en charge des infections par le virus BK

1. Evolution de la néphropathie

Au fur et a mesure du développement de la néphropathie, sont définis des stades
histologiques résultant de l'intensité et de la durée de I'exposition au virus. lls correspondent
a une réponse immunitaire du greffon rénal.

Le risque de néphropathie a virus BK en transplantation rénale peut étre classifié ainsi :

Niveau O : pas de risque

Niveau 1 : possible néphropathie a virus BK (faible risque, analyses supplémentaires
et surveillance requise)

Niveau 2 : néphropathie a virus BK présumeée (haut risque, biopsie du greffon et
surveillance rapprochée requise)

Niveau 3 : néphropathie a virus BK définitive (biopsie affirmant la néphropathie)

Le signe d'appel le plus fréquent est la dégradation de la fonction rénale, mise en évidence par
une augmentation des taux plasmatiques de créatinine (Les valeurs usuelles de créatininémie
sont comprises entre 7 et 13 mg/L soit 60 et 115 pmol/L pour I'hnomme et 5 a 12 mg/L soit 45
et 105 pumol/L pour la femme).

Pour dépister a un stade précoce l'infection par le virus BK, apparait ici tout l'intérét de la
recherche du virus BK dans les urines ou dans le sang par biologie moléculaire [Magtkenzie
al., 1978 - Colemasmt al.,1997 - Hirsch et al., 2002 - Mammetét al., 2002 - Hurawset al.,

2003 - Drachenbergt al., 2004 et 2005 - Leungt al., 2005 - Randhawat al., 2006 -
Dropulic et al., 2008 - Hirsch et al., 2009].
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L'évolution, en dehors de toute prise en charge thérapeutique, se fait vers une
dégradation de la fonction du greffon. Ainsi, dans la série publiée par Randghalyala
surveillance histologique de 13 patients pour lesquels le diagnostic de néphrite tubulo-
interstitielle avait été posé, a montré chez neuf d'entre eux la persistance de lésions
cytopathiques et tubulaires ; parmi ceux-ci, sept ont développé une néphropathie chronique

ayant nécessité une néphrectomie [Randretal, 2006].

2. Réduction de 'immunosuppression

La prévention de la néphropathie a virus BK repose sur une meilleure stratégie de
surveillance plutét que sur un traitement a proprement parler de la maladie établie. Dans le
traitement de maintien de 'immunosuppression, I'utilisation de tacrolimus en comparaison a
la ciclosporine, de mycophénolate mofétil en comparaison a I'azathrioprine, a été impliquée
comme facteur de risque majeur de virurie, de virémie, et de néphropathie a virus BK.
Néanmoins, linfection par le virus BK ne peut étre attribuée a aucun traitement
immunosuppresseur seul ou a un facteur de risque unique. L’équilibre entre un traitement
immunosuppresseur efficace, non toxique, et la prévention de complications comme la
néphropathie a virus BK est un état difficile a obtenir. L'infection a virus BK est reconnue
comme étant la conséquence d’'un exces d’immunosuppression.

Le traitement des infections a virus BK repose en grande partie sur une réduction
précoce des posologies des traitements immunosuppresseurs pHaekcR005 - Becherét
al., 2010 - Hardinger et al., 2010].

3. Traitements spécifiques

Le traitement standard d'une cystite hémorragique qu’elle soit associée a une
chimiothérapie ou a une infection par le virus BK est d’abord symptomatique avec analgésie,
hyperhydratation, diurése forcée, sondage pour prévenir la formation de caillots et
I'obstruction rénale.

Les solutions thérapeutiques sont a ce jour limitées car il n'y a pas dantiviral
spécifique (peu de cibles virales potentielles). Un traitement antiviral peut étre envisagé par
utilisation de cidofovir, leflunomide, quinolones, ou immunoglobulines intraveineuses.
Cidofovir et leflunomide sont les plus utilisés. Les quinolones et les immunoglobulines sont

utilisées en deuxieme intention.
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a) En premiere intention

Le cidofovir semble étre un des traitements les plus intéressants, mais son mécanisme
d'action sur lepolyomavirus reste a élucider. Sa toxicité rénale en limite considérablement
l'utilisation chez les transplantés rénaux. Analogue nucléosidique utilisé dans le traitement des
rétinites a cytomeégalovirus, le cidofovir est la référence thérapeutique contre le virus BK. Il
inhibe I’ADN polymérase virale. En ce qui concerne la réplication du virus BK, le mécanisme
n'est pas tres clair car le virus BK n'a pas de géne de polymérase virale. Plutoét qu'un effet
direct sur la réplication, le cidofovir pourrait restaurer les fonctions de p53 et de pRb, cibles
de l'antigene T, ce qui permettrait aux cellules infectées par le virus BK d’évoluer en
apoptose. Cependant, le cidofovir est néphrotoxique et son utilisation doit étre discutée avec
le risque d’aggravation de la fonction rénale. Le cidofovir a également été utilisé en
association avec une réduction du traitement immunosuppresseur ce qui rend difficile
'évaluation de sa réelle efficacité. Le cidofovir a été utilisé au CHU de Nancy dans le
traitement des néphropathies a virus BK [Randhewal., 2000 - Bressollette Bodie al.,

2003 - De Clercq et al., 2003 - Huraekal., 2003 — Vats et al., 2003].

Le leflunomide appartient a la classe des malanonitrilamides. Il s’agit d’'un agent
immunosuppresseur utilisé dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide. L’effet
immunosuppresseur est exercé par inhibition de I'activité protéine kinase et de la synthése de
pyrimidine. Il a une activitén vitro contre le cytomégalovirus, le virus herpes simplex et le
virus BK. Le traitement par leflunomide reste limité car il doit étre administré en
concentrations importantes qui nécessitent une surveillance de la fonction hépatique [Brennan
et al., 2005 - Williamset al., 2005 - Randhawet al., 2006 - Beimleset al., 2007 - Bohlet al.,

2007 - Dall et al., 2008 - Dropulic et al., 2008 - Hirsch et al., 2009].

b) En deuxiéme intention

Les quinolones (acide nalidixique et acide oxolinique, levofloxacine, ciprofloxacine,
ofloxacine, gatifloxacine), inhibiteurs de I'ADN gyrase, pourraient interférer avec l'activité
hélicase de I'antigene T ; ils oim vitro et in vivo une activité contre le virus BK. Les
guinolones inhibent I'activité topoisimérase de type Il y compris la gyrase et la topoisomérase
IV. La réplication du virus BK serait inhibée par inihibition de I'activité hélicase de I'antigéne

T qui a une fonction similaire a I’ADN gyrase [Thoulouzan et al., 2010].
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Les immunoglobulines intraveineuses sont utilisées dans la néphropathie a virus BK

pour leurs propriétés immunomodulatrices.

4, Retransplantation aprés exérese du greffon

La néphropathie a virus BK réduit considérablement la durée de survie du greffon. Les
altérations tubulo-interstitielles des effets directs et indirects du virus et le rejet possible aprés
réduction de 'immunosuppression peuvent conduire a une perte précoce du greffon ou a une
dysfonction chronique.

Se pose alors la question en cas d’insuffisance rénale terminale de la mise sous dialyse
du patient ou d’'une nouvelle transplantation. La néphropathie a virus BK n’est pas une contre-
indication a une nouvelle transplantation mais celle-ci peut survenir & nouveau. ®amos
rapportent que pour dix patients ayant perdu un greffon apres néphropathie associée au virus
BK, seul un patient a eu une réactivation de la néphropathie associée au virus BK entrainant
une insuffisance rénale lors de le deuxieme transplantation. Dans cette étude, tous les patients
avaient recu une immunosuppression identique a celle de la premiére transplantation [Ramos
et al., 2004 - Trofeet al., 2006 - Bohl et al., 2007 - Hirsch et al., 2009].

5. Discussion

En I'absence de traitement antiviral spécifique, le traitement des infections associees
au virus BK est encore a ce jour débattu. La réduction de I'immunosuppression est considérée
comme une attitude reconnue et efficace [KDIGO, 2009]. Les modalités thérapeutiques

actuellement recommandées seront abordées dans la discussion générale de ce travalil.
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H. Conclusion

Il n'existe actuellement pas de traitement spécifique préventif de la néphropathie
associée au virus BK. La prévention consiste ainsi a I'anticipation de la survenue de la
néphropathie a virus BK par la recherche d’ADN du virus par PCR gquantitative dans le sang
ou les urines, I'intensité de la charge virale et les éléments cytopathologiques. Les stratégies
de prévention instaurent une réduction du traitement immunosuppresseur de fagcon préemptive
chez les patients avec une virémie ou une virurie. Un suivi post transplantation rigoureux
permet de réduire la prévalence de l'infection [Hureiua., 2003 - Dallet al., 2008 - Hirsch
et al., 2009].

Les premiers cas de néphropathie a virus BK chez les transplantés rénaux ont été
décrits dans les années 1970. La survenue fréequente de réactivations du virus BK a été mise
en évidence en 1984 par Gardretral., au cours du suivi sérologique prospectif de
transplantés rénaux [Gardretral., 1984]. L'intérét actuel porté a cette pathologie correspond
a une augmentation récente du nombre de cas. En effet, différents centres de transplantation
ont décrit une émergence de cette pathologie a partir de 1995. Alors que la présence de virus
BK dans les urines, reflet d'une réactivation, est un événement rare chez l'adulte sain
immunocompétent, elle est détectée en fonction des publications dans 10 a 45 % des
prélévements en post-transplantation rénale. Le virus peut également étre présent de facon
concomitante dans le sang. La réactivation virale est le plus souvent précoce, dans les
trois mois qui suivent la transplantation, mais elle peut aussi étre retardée et apparaitre dans
les deux ans suivants. Cette réactivation peut se compliquer d'une néphrite interstitielle, dont
la fréequence peut atteindre cing pour cent en post-greffe selon les séries. Chez certains de ces
patients, la pathologie a virus BK peut émerger sous la forme de sténose urétérale, de
dysfonction du greffon et de perte de greffon irréversible due a la néphropathie. La
néphropathie a virus BK observée chez les receveurs de greffon rénal est due a la
multiplication intense du virus dans les cellules de I'épithélium tubulaire rénal avec risque de
perte de fonction du greffon rénal. Cette pathologie pose de redoutables problemes
diagnostiques, tant il peut étre difficile de la distinguer d'un rejet du greffon, dont le

traitement est opposeé.
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PARTIE Il : ETUDES SUR LE VIRUS BK

MENEES AU CHU DE NANCY
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ll. Etudes sur le virus BK menées au CHU de Nancy

Introduction

A I'heure actuelle, en transplantation rénale, les infections virales restent un important
facteur de risque de complications. En particulier, s’est posé le probleme du virus BK et de sa
réactivation en post transplantation. Depuis les années 1970 ou il a été découvert et son
eémergence dans les années 1990, le virus BK fait I'objet d’'une attention et d’une surveillance
toute particuliere en transplantation rénale.

Sous l'action de thérapeutigue immunosuppressive, le virus BK, de séroprévalence élevée, se
trouve dans des conditions favorables a sa réactivation. L'incidence de la néphropathie a virus
BK varie selon les études entre zéro et 12,5 % des patients. Les complications liées au virus
BK étaient associées a une perte de greffon dans plus de 50 % des cas dans les publications
initiales, mais récemment la perte de greffon a diminué entre 15 et 30 % dans de nombreux
centres ayant instauré un suivi étroit du virus BK [Randrewah, 1999 - Ramost al., 2002

- Vasudev et al., 2005].

Les techniques de biologie moléculaire par PCR quantitative en temps réel sont
devenues un outil de dépistage et de suivi de la survenue d’une néphropathie chez ces patients

particulierement a risque.

Cette étude sur le virus BK menée au CHU de Nancy est constituée de deux parties.

Dans une premiere partie, sont présentés les résultats de I'étude rétrospective menée
entre le ¥ janvier 2005 et le 31 décembre 2009 chez des patients transplantés rénaux au CHU
de Nancy.

Dans une seconde partie, les résultats d’'un suivi prospectif d'une année des patients

ayant eu une transplantation au premier semestre 2010 sont décrits et analysés.
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A. Etude

rétrospective chez les patients transplantés

rénaux du 01/01/2005 au 31/12/2009

1. Introduction

Le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Nancy est le deuxiéme centre de greffe

rénale de donneur vivant en France avec entre 67 et 106 greffes rénales réalisées par an entre

2005 et 2010 (Tableau | et figure 22). L’'année 2010 a souffert d'un nombre moins important

de transplantations dues a la réduction des activités de prélevement par diminution des

services de réanimation médicale en Lorraine.

Tableau | : Nombre de transplantations rénales réalisées au CHU de Nancy entre 2005 et 2010

Années

2005 | 2006| 2007 2008

2009

201

Transplantations rénales 86 85 106 88

8}

Ul

¢

0
b7

Evolution des transplantations rénales

réalisées au CHU de Nancy

B Donneur cadavérique M Donneur vivant

Nombre de transplantations rénales

2005

2006 2007 2008 2009 2010

Figure 22 : Transplantations rénales réalisées au CHU de Nancy entre 2005 et 2010

Le traitement immunosuppresseur est indispensable a la survie du greffon. Les objectifs de ce

traitement sont a la fois de diminuer le risque de rejet, d'augmenter la durée de survie des

greffons et par conséquent d’augmenter la survie des patients tout en minimisant les effets

secondaires.
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Le risque de réactivation du virus BK concerne ainsi essentiellement les patients greffés

rénaux en période post greffe.

2. Problématique et objectifs de I'étude

Quel est l'apport du suivi par biologie moléculaire des patients du service de
néphrologie transplantation entre f€janvier 2005 et le 31 décembre 2009 ?
La PCR en temps réel permet de quantifier le nombre de copies du virus BK par millilitre
dans le sang total et de mettre en évidence sa présence dans les urines. Il n'y a pas de
guantification dans les urines car il faudrait connaitre exactement le volume mictionnel afin

d’établir un nombre de copies par volume d’'urine.

Cette étude rétrospective a différents objectifs, cités ci-dessous :

- Quelles informations apporte le suivi du virus BK mené chez une cohorte de
transplantés rénaux entre féjanvier 2005 et le 31 décembre 2009 ?

- Dans cette période, quel a été le pourcentage de virémie et de virurie a virus BK ?

- Quelle a été la prévalence de la néphropathie a virus BK durant la période de
I'étude ? Est-elle comparable aux données rapportées dans la littérature ?

- Quelle périodicité de suivi du virus BK faut-il adopter ?

- Quelle est la cinétique de I'infection par le virus BK ?

- Est-il possible d’'établir un seuil de virémie au-dessus duquel le risque de

néphropathie est considérable ?

Les objectifs secondaires de cette étude sont :
- La comparaison des délais de détection du virus BK dans le sang et les urines chez
des patients ayant développé une néphropathie associée au virus BK

- L’évolution des patients ayant développé une néphropathie
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3. Matériels et méthodes

a) Population étudiée

De facon rétrospective, 'ensemble des patients du service de néphrologie ayant eu une
recherche de virus BK par biologie moléculaire que ce soit dans les urines ou dans le sang,
entre le 1er janvier 2005 et le 31 décembre 2009, a été analysé.

Les services prescripteurs ont été identifiés selon leurs unités fonctionnelles (UF) : UF 1093
Néphrologie Transplantation, UF 1099 Néphrologie Hopital de Jour, UF 1090 Néphrologie,
UF 1091 Néphrologie Consultation, UF 1092 Néphrologie Hospitalisation, UF 1094
Néphrologie Dialyse et 'UF 1398 Néphrologie Secteur 4.

b)  Définitions
La détection de '’'ADN du virus BK dans le sang total et/ou dans 'urine sont appelées

respectivement ADNémie ou virémie et ADNurie ou virurie.

(1) Criteres d’'inclusion ou d’exclusion
Les services de néphrologie pédiatrique n'ont pésimtlus dans cette étude. Les

patients agés de moins de quinze ans ont été exclus.

(2) Description de la population
La population étudiée représente 293 patients, aganine recherche de virus BK
prescrite par le service de néphrologie entre le 1ler janvier 2005 et le 31 décembre 2009.
Au sein de cette population, le sexe ratio est 54,01 % de patients de sexe masculin et 45,99 %
de sexe féminin.
La moyenne d’age des patients de cette population s’éléve a 51,7 ans avec une médiane a
53,7 ans et un écart-type a 15,4 ans. Le patient le plus jeune est agé de 15,4 ans et le patient le

plus agé de 87,9 ans (figure 23, page 48).
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Répartition des patients par classe d'age
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Figure 23 : Répartition des patients de I'étude rétrospective par classe d'age

c) Echantillons biologiques

Les patients ont bénéficié d’'une recherche de virus BK par PCR en temps réel dans un
échantillon d’urines et/ou de sang total. Cela représente au total 1365 échantillons répartis en
633 (46,37 %) prélevements de sang total et 732 (53,63 %) échantillons d’urines. Les
prélevements de sang total ont été réalisés dans des tubes EDTA (éthylene diamine tétra-
acétique) et les urines dans des tubes boratés. Les urines recueillies correspondent a des urines
fraichement émises par les patients lors de leur venue en consultation. Aucun protocole de
suivi de la réactivation du virus BK n’avait été établi ; les recherches du virus BK par PCR
guantitative ont été réalisées a la demande des prescripteurs du service de néphrologie, selon
une périodicité non définie, essentiellement en cas de dégradation de la fonction rénale.

En moyenne, il y a eu 4,65 prélevements par patient (répartis de la fagon suivante : 2,16

préléevements de sang total et 2,49 urines par patient) sur la durée de I'étude.
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d) Marqueurs

Aprés extraction préalable, 'ADN du virus BK est recherché dans ces échantillons par
PCR quantitative en temps réel.

e) Déroulement de l'analyse au laboratoire

% Réception des échantillons

A la réception des échantillons accompagnés de la feuille de demande, apres
vérification des identités, de la conformité des tubes, les demandes sont enregistrées sous
Glims (Systeme d’informatique du laboratoire). Un numéro de demande leur est attribué. Les
échantillons sont incrémentés dans les listes de travail de recherche de 'ADN du virus BK

dans le sang et/ou dans l'urine.

% Extraction automatisée sur MagNA Pure LC RdtfiRoche Diagnostics, France)

Les échantillons d’'urine ou de plasma doivent subir une extraction de I'ADN. Cette
extraction est réalisée sur le MagNa Pure LC RBéhiaide de particules magnétiques.

Au préalable, une étape de reconstitution de chaque flacon de protéinase K du MagNA
Pure LC DNA Isolation Kit est nécessaire. Les particules magnétiques doivent étre agitées
vigoureusement pour assurer une remise en suspension compléte. Puis il faut assurer la
programmation du MagNA Pure ECLa prise d'essai de I'échantillon est 200 pL. L’ADN
extrait est élué dans 100 pL. Pour davantage de détails, se conférer a la procédure d’extraction

située en annexe.

+«+ Description de la technique de Polymerase Chain Reaction

L’amplification est une technique de PCR quantitative en temps réel pour la détection de
I'’ADN du virus BK selon le principe Taq M&n Cette technique utilise des marquages par
sondes fluorescentes spécifiques de la région de l'antigéne T, pour quantifier des charges
virales de virus BK dans l'urine et/ou le sang de patients (tableau Il, page 50). Un fragment de
179 paires de base du gene de l'antigene T est amplifié. L'utilisation d’une gamme
plasmidique rend possible la quantification de la charge virale (gamme plasmidique

commercialisée par ABI (Advanced Biotechnologies, Columbia).
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Tableau Il : Caractéristiques des amorces et de la sonde utilisées

Amorces utilisées | Séquences nucléotidiques 5’ ==> 3’ Position
BKV-1M AAG TCT TTAGGG TCT TCT AC 4379-4398
BKV-3M GAG TCC TGG TGG AGT TCC 4527-4510
BKV-TMS (6FAM) AGA ATC TGC TGT TGC TTC TTC ATC

4432-4461
(sonde tagman) ACT GGC (TAMRA)

Tableau Ill : Conditions d’amplification

Etapes Température Duree Nombre de cycles
Pré-dénaturation 95°C 10 min 1
Dénaturation 95°C 15 sec
Hybridation _ 45

i 60°C 1 min
Elongation

Le mélange réactionnel est préparé en piece propre avec la composition décrite ci-dessous
(tableau 1V).

Tableau IV : Composition du mélange réactionnel

Réactifs Volume pour une réaction (uL)
Mix Taq Man 2x 12,5

Amorce sens BKV-1M a 10 uM 1

Amorces anti sens BKV-3M a 10 uM 1

Sonde BKV-TMS a 5 uM 1

H>O 4,5

Volume final 20,0

Au total, il faut les tubes de mix pour la gamme plasmidique, un tube de mix pour le témoin
négatif HO mis en piéce propre (contrble négatif d’amplification), un pour chaque
échantillon d’ADN, et un tube de mix pour le témoipCHmis avec la pipette échantillon
(garant de la non contamination de la pipette). A chacun des mix est ajouté 5 uL d’ADN ou

d’eau selon les cas. L’amplification peut étre lancée sur ABI PRISM 7000 (Applied
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Biosystems, France) (Tableau lll, page 50). A la fin de la PCR, il est possible de procéder a

'analyse des données. Quelques exemples se trouvent ci-dessous (figures 24 a 28).

{ Setup Y Instrument ¥ Results
{ Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot ¥ Standard Curve Y Dissocistion ¥ Report 3

Well |Sample Ham Detector Task Cct StdDewv Ct Oty Mean Oty | StdDev Oty | Filtered Tm
A2 5T1 BlY Stancdard 41.35 1300.00

B2 572 BRY Stancdard 3775 13000.00

z2 5T3 BRY Standard 3458 130000.00

D2 ST4 Bl Stancard 2991 1.30e+006

E2 5T5 BlY Stancdard 26.35 1.30e+007

Figure 24 : Exemples de résultats obtenus avec la gamme plasmidique permettant la quantification

I Setup ¥ Instrumert ¥ Results

/ Plate ¥ Spectra YComponemY Amplification Plot Y Standard Curve Y Dizsociation Y Report \

Component

2000.00
— Component{s]

1800.00 . ™ FaM

160000 B v rox
B I TaMRA

1400.00

1200.00

1000.00

Fluorescence

800.00

600.00

400.00
1 3 & 7 9 11 13 15 17 18 21 23 25 27 28 31 33 35 37 39 41 43 45

Cwcles

Figure 25 : Courbe de fluorescence d'une PCR virus BK négative

f Setup Y Inztrument YResults \

/ Plste Y Spectra Y Component ¥ amplfication Plet ¥ Standard Curve ¥ Dissocistion ¥ Report

Component

4500.00
— Componentz]
4000.00 = 1

171 B [ Fan
3500.00 me= W~ rox
3000.00 — B [ TamRA

2400.00 =

2000.00

Fluorescence

1400.00
1000.00

500.00 1 —

0.00

1 3 5 7 9 11 13 15 17 18 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

Cycles

Figure 26 : Courbe de fluorescence d'une PCR virus BK positive
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/ Setup y Instrument ynesults\
/Plate Y Spectra y Component YAmpliﬁcation PlotY Standard Curve Y Dizsociation Y Report \
Delta Rn vs Cycle
1.0e+001
Data: IDeIta Fin vz Cycle ’I
,_H-—”——_E_—___—_—_ Detectar IBKV vl
1.0e+000
1] | Line Color: [well Color 7]
[
T 1.0e-001
% —&nalysis Settings
= Ao Ct
1.0e-0072 % Manual Ct
Threshold: IU.35?8848
1.0e-003 ' Auto Baseline
1 3 5 T 8 11 13 148 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
% Marwal Baseline:
Cycle Mumber Crat femclat 12
Figure 27 : Courbe d'amplification de la PCR virus BK positive
}"Hesults !
lomponert ¥ Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Diszocistion ¥ Report
Detector Task Ct StedDew Ct Oty Mean Oty | StdDev Oy | Filtered Tm
B Unkriowvn 2029 5.53e+005

Figure 28 : Quantification de la charge virale positive

Les résultats obtenus sont ensuite confirmés techniquement et validés biologiquement avant

envoi des résultats vers les services.

4, Résultats

L’analyse rétrospective des années 2005 et 2006 a été effectuée dans les cahiers de
paillasse tandis qu'a partir de 2007, les données ont été tracées dans le systéme
d’'informatique du laboratoire.

Les résultats obtenus sont décrits dans le tableau ci-aprés (tableau V, page 53) et expliqués
dans les paragraphes suivants.

La détectabilité correspond a une charge virale positive pour le virus BK mais non
guantifiable car de valeur inférieure au premier point de la gamme de calibration. Ainsi, le
premier point de calibration a une valeur de charge virale de 1300 copies/mL dans le sang, ce
qui correspond a la limite de quantification. Dans le sang, les résultats peuvent étre ainsi
positifs avec la valeur de la charge virale, détectables ou non détectables. Dans les urines, les
charges virales positives ne sont pas quantifiées ; les résultats sont rendus positifs, détectables

ou négatifs.
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Tableau V : Principaux résultats de I'analyse rétrospective (UR = urines, SGT = sang total)

Pourcentage
Positif 229 31,3%
37,6%
ADN BKV UR Détectable 46 6,3%
Négatif 457 62,4%
Total ADN BKV UR 732
Positif 31 4,8%
11,8%
ADN BKV SGT Détectable 44 7,0%
Non Détectable 558 88,2%
Total ADN BKV SGT 633
Total général 1365

5. Description des résultats

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessus (tableau V).

a) Présence de BK virus dans les urines et/ou dans le

sang

(1)  Urines
En analysant les résultats de la recherche quawditdti virus BK dans ces différents

prélevements, il apparait que pres d’'un tiers des urines (31,3 %) contiennent du virus BK ce
qui se traduit par une charge virale positive pour le virus BK. 62,4 % des urines n’ont pas
d’ADN du virus BK qui a été amplifié. 6,3 % des urines contiennent de '’ADN du virus BK
en quantité qualifiée de détectable.

Cela revient a conclure une négativité pour 62,4 % des urines et une positivité pour 37,6 %
des urines (avec une positivité définie par une détection d’'une charge virale que celle-ci soit

guantifiable ou non).

(2) Sang
Au niveau sanguin, la positivité des résultats nfes aussi importante. Seuls 4,8 %

des prélevements sanguins sont positifs pour 'ADN du virus BK avec 88,2 % des
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échantillons négatifs. 7 % des prélévements sanguins ont une charge virale pour le virus BK
qualifiee de détectable car de la méme fagcon que pour dans les urines, la charge virale
retrouvée étant plus faible que le premier point de la gamme de calibration, elle ne peut pas
étre quantifiée.

Cela revient a conclure une négativité pour 88,2 % des échantillons de sang total et une
positivité pour 11,8 % des échantillons de sang (avec une positivité définie par une détection
d’'une charge virale que celle-ci soit quantifiable ou non).

b) Patients faisant [I'objet dune étude plus
approfondie

Au fur et a mesure de l'analyse de cette étude rétrospective, il a semblé intéressant de

décrire I'évolution de patients types. Trois types de profils seront décrits :

- les patients présentant une virurie associée a une virémie
- les patients avec virurie sans virémie

- les patients avec rejet du greffon

(1)  Virurie associée a une virémie
Le premier type de patients rassemble les patigatst présenté une virurie associée a
une virémie avec des signes évocateurs de néphropathie a virus BK (essentiellement par des
signes de dégradation de la fonction rénale, augmentation de la créatininémie ou diminution
de la clairance de la créatinine). Les quatre patients ayant ce profil seront décrits sous la forme
d’'un tableau comparatif (tableau VI, page 55) et le suivi de I'un d’entre eux sera explicité de
facon plus détaillée.
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Tableau VI : Tableau comparatif des patients avec virémie et signes évocateurs de néphropathie associée

au virus BK

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4

Monsieur W Monsieur E Monsieur V Monsieur B

Transplantation rénale 31/07/2007 17/05/2006 09/02/2003 07/06/2008
Contexte Uropathie malformative Maladie de Berger Néphropathie a IgA Hyalinose
Augmentation de la créatininémie 17,5 mg/L 16,0 mg/L 18,9 mg/L 28 mg/L
Date mai-09 janv.-08 déc.-05 mars-09

Virémie maximale 6,90.10" copies/mL 2,89.10" copies/mL 4,83.10 copies/mL 6,83.10° copies/mL
Date juin-09 févr.-08 avr.-06 aolt-08
Biopsie rénale Néphropathie associée au virus BK |
Cidofovir 5 cures 10 cures 10 cures 10 cures
Minimisation de I'immunosuppression X X X X

Ci-dessous I'exemple du patient 2, Monsieur E.

Histoire de la maladie

Monsieur E a bénéficié d’'une transplantation rénale le 17/05/2006 sur un terrain de maladie
de Berger avec insuffisance rénale terminale. Début 2008, est constatée une augmentation de
la créatininémie de 13 a 16 mg/L. Compte tenu des constatations virologiques (présence d’'une
virurie et d’'une virémie a virus BK), une biopsie rénale est décidée en aolt 2008. Cette
biopsie met en évidence une inflammation interstitielle multifocale de 15 % sur le cortex
profond et médullaire ainsi qu'une fibrose interstitielle modérée. Au niveau tubulaire,
apparaissent des lésions de tubulite lymphocytaire. Sur certaines sections tubulaires, il y a
présence d’'un épithélium de cellules a noyau fortement dystrophique parfois en verre dépoli
pouvant correspondre a I'effet cytopathogéne du virus BK. L'immunohistochimie est positive
pour le virus BK. Les résultats de cette biopsie, I'augmentation de la créatininémie et la
présence de virus BK dans les liquides biologiques signent une néphropathie a virus BK

associée a un rejet a minima.

Suivi du virus BK
La virurie a été persistante chez ce patient (figure 29, page 56). La virémie est passée par un
maximum a 28 943 copies/mL en février 2008, puis la réplication du virus au niveau sanguin
est quantifiee a 13 525 copies/mL le 4 aolt 2008 au moment de la biopsie rénale qui a affirmé
le diagnostic de néphropathie a virus BK. Les mesures thérapeutiques ont permis de juguler
cette néphropathie avec négativation de la charge virale sanguine mais I'excrétion du virus
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BK est restée persistante dans les urines. La virémie sanguine a été le signal d’appel pour

programmer la biopsie rénale qui pose le diagnostic.

Monsieur E

3,50E+04 4

3,00E+04
2,50E+04 A

2,00E+04 / \
1,50E+04 /

/ T =—4—ADN BKV UR
1,00E+04

/ Cidofovir
5,00E+03
0,00E+00 ﬂ f f f f 0

== ADN BKV SGT

[
Virus BK urines

Virus BK sang (copies/mL)

Figure 29 : Suivi du virus BK en post transplantation pour Monsieur E.

Sont présentées ici des courbes d’évolution parallele de la virémie (BKV SGT) et de la virurie (BKV UR).
La virémie décrite sur I'axe des ordonnées de gauche est quantifiée, tandis que la virurie rapportée sur
'axe des ordonnées de droite est décrite de la fagon suivante : 2 pour une virurie avec charge virale
positive pour le virus BK dans les urines, 1 pour une virurie avec charge virale du virus BK détectable

dans les urines, 0 pour une absence de virurie.

Evolution
Le diagnostic de néphropathie a virus BK posé par la biopsie de greffon a justifié un
traitement par cidofovir. Le patient a recu un total de dix cures entre aolt et décembre 2008
avec en parallele minimisation de I'immunosuppression a visée néphroprotectrice (une cure
correspond a une injection de cidofovir). La persistance de la virurie a I'issue des cing cures
habituelles a justifié la poursuite du traitement pour un total de dix cures. En dépit de la
persistance de la virurie, il n'y a pas eu de poursuite des injections de cidofovir au-dela des
dix cures compte tenu du risque de néphrotoxicité. Ainsi, au mois de novembre 2009, la
posologie de la ciclosporine a été diminuée de 15 % et celle du mycophénolate mofétil de
50 %. A distance de la dixieme injection, au point de vue virologique, le virus BK est présent

dans les urines et le sang de ce patient mais la fonction rénale reste stable.
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Une biopsie comparative a été réalisée le 09/10/2009. Elle a révélé une atrophie tubulaire et
une fibrose interstitielle atteignant environ 20 % de la biopsie sans argument en faveur d’'une
néphropathie a virus BK évolutive. Le traitement par cidofovir a donc bien permis de
contrbler la néphropathie. L’évolution du patient est favorable et le patient se porte bien

actuellement.

(2)  Virurie sans virémie
Le second type de patients réunit les patients avede sans virémie quantifiable (il
peut y avoir des pics de détectabilité). Deux patients ont ce type de profil ; I'un d’entre eux,
Monsieur D, le patient 6, a présenté dans ce cadre, une néphropathie associée au virus BK. Le
second patient, Monsieur S, le patient 7 n’a pas souffert de néphropathie associée au virus
BK.

Patient 6 : Monsieur D - Néphropathie associée au virus BK

Histoire de la maladie
Monsieur D est un patient présentant une insuffisance rénale chronique sur rein gauche unique
congénital, en hémodialyse depuis 2005 et, ayant bénéficié d’'une transplantation rénale le
25/04/2006. Le 13/09/2006, ce patient est porteur de virus BK dans les urines (figure 30, page
58) avec présencedecoy cells ». Par contre, la recherche de virus au niveau sanguin reste
négative.
Au mois de juillet 2007, monsieur D présente une augmentation de la créatininémie avec
protéinurie dans un contexte d'imprégnation importante par le traitement immunosuppresseur
(tacrolimus Progrdl et une persistance de I'excrétion urinaire de virus BK. La biopsie du
greffon montre des lésions pouvant évoquer un virus BK en association avec des Iésions de
rejeta minima. L'immunohistochimie est positive au sein de quelgues noyaux dystrophiques
observés dans une section tubulaire, ce qui signe une tubulopathie a virus BK. Un traitement
par cidofovir est alors instauré a compter du 17/08/2007 sous la forme de cing injections
bimensuelles. En décembre 2007, en raison de la persistance d'une virurie a virus BK, une
diminution progressive du traitement immunosuppresseur est décidée. Le 31/01/2008, la
recherche de virus BK est négative au niveau sanguin mais positive dans les urines. Il est donc
décidé la poursuite de la diminution de 'immunosuppression. Le 28/08/2009, le virus est
toujours présent dans les urines. Une biopsie réalisée en octobre 2009 ne montre pas de
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dégradation de la fonction rénale, ni de glomérulonéphrite chronique ni de néphropathie a

virus BK et les PCR sont négatives dans le sang et les urines.

Suivi du virus BK
Le suivi de la présence du virus BK par PCR quantitative au niveau sanguin est différent pour
Monsieur D en comparaison des autres patients. En effet, ce suivi ne met pas en évidence de
virémie a virus BK dans un contexte clinique de néphropathie associée au virus BK. Par

contre, tout au long de I'étude rétrospective, I'excrétion du virus est notée dans les urines.

Monsieur D
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Virus BK sang
[
[

Virus BK urines

Cidofovir
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Figure 30 : Suivi du virus BK en post transplantation de Monsieur D.

Patient 7 : Monsieur S - réactivation du virus BK

Histoire de la maladie
Ce patient a été greffé en mars 2009 apres trois ans et demi de dialyse dans un contexte de

néphropathie diabétique.

Suivi du virus BK
Pour Monsieur S, le suivi par biologie moléculaire (figure 31, page 59), a essentiellement mis

en évidence une virémie détectable mais non quantifiable en association avec une excrétion
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urinaire du virus BK sans signe de néphropathie associée au virus BK. De la méme facon que
pour les urines, une virémie positive a été étiquetée par le chiffre 2 sur 'axe des ordonnées et
une virémie détectable par le chiffre 1. Pour autant, aucune néphropathie associée au virus BK
n'a été étiquetée chez ce patient. Ce patient illustre le cas d’'une réactivation du virus BK bien

contrblée chez un patient greffé rénal et qui n'a pas conduit a une néphropathie associée au

virus BK.
Monsieur S
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Figure 31 : Suivi du virus BK en post transplantation de Monsieur S.

(3) Exemple d'un patient ayant eu un rejet
Le troisieme type de patient correspond aux patigyast eu un rejet. Un exemple de
rejet, observé chez le patient 5, Monsieur L, est rapporté ici. Ce patient a eu un rejet dans un

contexte de virurie et de virémie associées.

Patient 5 : Monsieur L. — Rejet

Histoire de la maladie
Monsieur L est un patient souffrant d’une insuffisance rénale chronique connue depuis 2001
avec protéinurie et hématurie, vivant a Noumeéa et arrivé en métropole début 2008. Une
consultation aux urgences pour insuffisance rénale chronique terminale avec asthénie et prurit
a entrainé la mise sous dialyse péritonéale. Ce patient a bénéficié d’une transplantation rénale

avec donneur maternel le 16/12/2008. L’évolution post transplantation a été marquée par une
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infection a cytomégalovirus résolue sous traitement par valganciclovir, puis par une
augmentation de la créatininémie dans un contexte probable de réactivation du virus BK
(présence du virus au niveau sanguin et urinaire, recherchéeatey«cells » positive). Une
ponction biopsie rénale réalisée en mars 2009 révéle la présence de deux glomérules scléreux
sur 53 avec fibrose. La biopsie ne montre pas de lésions vasculaires, ni de Iésions rénales
pouvant évoquer une néphropathie a virus BK. Il n'y a pas d'altération nucléaire de
I'épithélium tubulaire et pas d’expression de I'antigene du virus BK & I'immunohistochimie.

Il s’agit d’un rejeta minima. Apres diminution du traitement immunosuppresseur, le virus BK

est resté positif uniqguement dans les urines. En aot 2009, la possibilité d’'une néphropathie a

virus BK a été éliminée, malgré la présence d’'une virurie et d’'une virémie.

Suivi du virus BK
Monsieur L est un patient porteur du virus BK pour lequel le virus BK est présent dans les
urines analysées au laboratoire de virologie du CHU de Nancy en 2009 (figure 32). Une
virémie sanguine a été notée entre janvier et février 2009 mais avec des charges virales faibles
comprises entre 1300 et 2257 copies/mL (valeurs trés inférieures aux charges virales des
patients chez qui a été constatée une néphropathie a virus BK). Le rejet a été bien controlé

chez ce patient.

Monsieur L
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Figure 32 : Suivi du virus BK en post transplantation de Monsieur L.
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c) Evolution comparée de ces patients et conclusion

des cas cliniques

Ci-dessous un tableau résumant I'évolution de ces sept patients dont le profil est apparu

intéressant (tableau VII).

Tableau VII : Evolution comparée de ces patients (s = semaines)

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
BKVAN BKVAN BKVAN BKVAN Rejet BKVAN | Réactivation
Virémie maximale (copies/mL) 69010 | 289.10" | 483.10" | 683.10° | 2,25.10° 0 1300
Délai de positivité des urines 91,865 47,215 150,14 s 7s 5495 8,86s 2,295
Délai entre positivité des urines et du sang 0 12,645 14,43 s 0 0 4,425
Délai de positivité du sang total 91,865 59,86 s 164,57 s 7s 5,49 6,715
Délai pour le maximum de virémie 99,295 91,715 166,57 s 10,29 s 9,35s
Réduction de I'immunosuppression X X X X X
Cidofovir X X X X X

L’étude rétrospective durant ces cinq années a révélé cinq cas de néphropathies associées au
virus BK (BKVAN). La prévalence de la néphropathie a virus BK est ainsi de 1,71 % (cinq

cas objectivés par ponction biopsie rénale pour un échantillon total de 293 patients). Dans
cette étude rétrospective, pour les cing patients ayant présenté une néphropathie associée au
virus BK, les délais médians de survenue de la virurie sont compris entre 7 semaines (1,6
mois) et 150,14 semaines (34,7 mois) avec une médiane a 47,21 semaines (10,9 mois). Pour
deux de ces patients, la virémie est détectée en méme temps que la virémie ; pour deux autres,
la virurie précede la virémie de 13,5 semaines en moyenne.

Chez tous ces patients, la premiére attitude thérapeutique adoptée a été une réduction de
limmunosuppression en cas de suspicion de néphropathie induite par le virus BK ; en cas de

Iésions prouvées par biopsie rénale, des cures de cidofovir ont été réalisées.

6. Discussion

Cette étude rétrospective a pour but d’investiguer une infection active par le virus BK
aprés une transplantation rénale dans une population de 293 patients. Les critéres d’'inclusion
dans I'étude ont été une recherche de virus BK par PCR quantitative en temps réel €ntre le 1

janvier 2005 et le 31 décembre 2009. La discussion sera structurée en plusieurs points.
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(1) Algorithme des résultats virologiques de 1'étude
rétrospective
L’algorithme ci-dessous (figure 33) résume les it@ssilde cette étude rétrospective.
Au sein de la population de 293 patients suivis, cing patients ont développé une néphropathie
associée au virus BK dont un sans virémie. Par ailleurs, une virémie a été notée chez un
patient ayant développé un rejet.

Population totale

N=293

ADNémie négative ADNémie

ADNémie positive
N=5

détectable
N=8

N =280

Biopsie
N=1

Biopsie
N=5

BKVAN
N=1

Virurie persitante

Absence de
BKVAN

N=4

BKVAN : rejet
N=1

Figure 33 : Algorithme des résultats de I'étude rétrospective

(2) Interprétation des données
Si l'interprétation des données est soumise a uladysm statistique telle que celle
proposée par Bressollette-Bodah al., les patients peuvent étre séparés en trois groupes
distincts (figure 34, page 63) :
* Le premier pour lesquels la recherche de 'ADN du virus BK dans le sang total
et dans les urines a été négative, ce groupe représente 223 patients (77,47 %).
* Le deuxieme rassemble les patients dont la recherche de 'ADN du virus BK
dans les urines a été positive au moins une fois avec une ADNémie restée
négative, ce groupe représente 57 patients (19,45 %).
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» Le troisieme réunit les patients dont la recherche de I'ADN du virus BK a été
positive au moins une fois au niveau sanguin avec une charge virale détectable
ou quantifiable, ce groupe rassemble 13 patients (4,44 %) mais seuls cing
d’entre eux ont eu une charge virale positive quantifiable (ce sont les cing

premiers cas rapportés de patients).

Description des résultats en trois groupes
100,00% A
77.47¢
80,00% -
60,00% -
40,00% - 19 4£3
20,00% - i’%
0,00%
ADNénie et ADNurie positive ADNémie positive
ADNurie négatives au moins une fois au moins une fois

Figure 34 : Description des résultats en trois groupes selon la présence ou I'absence d’ADNurie et
d’ADNémie

Pour Bressollette-Bodiet al., le premier groupe représente 43,3 % des patients, le second
27,9 % et le troisieme 28,8 % des 104 patients suivis. En comparaison avec les résultats de
'étude rétrospective, les patients de la cohorte ont en proportion des viruries moins
nombreuses et 6,5 fois moins de virémies a virus BK. Les résultats se rapprochent davantage
de ceux de Babet al., qui décrivent 70,2 % dans le premier groupe, 23 % dans le deuxieme
et 6,8 % dans le troisieme ou de Caattal., qui décrivent 72,5 % dans le premier groupe,

18,3 % dans le deuxieme et 9,2 % dans le troisieme [Bressollette-@a@tlin2005 - Costat

al., 2008 - Babett al., 2009].

(3) Pourcentage de positivité des patients ou des
échantillons par rapport a la littérature
Il semble important de discuter un point primordiahcernant la positivité. Afin de

comparer les études de la littérature, il faut savoir que ces dernieres rapportent soit une
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positivité pour des échantillons biologiques soit pour des patients en sachant qu’il peut y avoir
plusieurs échantillons par patient. Ceci complique linterprétation et la comparaison des
résultats. Dans le tableau Xl en page 70, les données publiées dans les différentes études de la
littérature ont été rapportées et comparees.

Parmi les 732 urines et les 633 échantillons de sang de I'étude rétrospective, la proportion
d’échantillons positifs a été de 37,60 % soit 275/732 et de 11,80 % soit 75/633
respectivement. Dans l'étude rétrospective, les résultats sont comparables en termes de
positivité des échantillons par rapport a ceux de la littérature : 30,9 % pour Bressollette-Bodin
et al., versus 37,60 % dans ce travail pour une virurie positive et 12,4 % versus 11,80 % pour
une virémie positive. En revanche, en termes de positivité pour les patients, les résultats de
I'étude rétrospective sont inférieurs a ceux rapportés par Bressollette-Balinavec une

virurie pour 19,45 % des patients contre 56,7 % pour ces auteurs et une virémie pour 4,44 %
d’entre eux contre 28,8 % pour ces mémes auteurs. En effet, la cohorte de patients de I'étude
de Nancy est plus importante (293 patients versus 104 pour I'étude de BressollettetBodin
al.), ce qui diminue d’autant le pourcentage de positivité pour les patients. Malgré cette
considération, la viremie observée dans la cohorte de Nancy est plus faible que celle rapportée
par la littérature décrite pour 14 % des patients en moyenne de quatre études comparées
(tableaux VIl et I1X, page 65).

Tableau VIII : Pourcentage de positivité du virus BK dans les échantillons et pour les patients de I' étude

rétrospective
Echantillons Patients
Positive ou détectable 75/633 11,80% 13/293 4,44%
ADNémie
Négative 558/633 88,20% 280/293 95,56%
Positive ou détectable 275/732 37,60% 57/293 19,45%
ADNurie
Négative 457/732 62,40% 236/293 80,55%
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Tableau IX : Bibliographie comparée en termes de positivité pour des patients ou pour des échantillons

Etude

Premier auteur

Revue

Année

BKurie
{% de patients)

BKurie
(% d'échantillons)

BKémie
(% de patients)

BKémie
(% d'échantillons)

Néphropathie a
virus BK

Thakur

Transplant Infectious Disease

2011

12/32 (37,5%)

17/108 (15,7%)

16/32 (50,0%)

27/108 (25,0%)

3/32 (9,3%)

Costa

Nephrol Dial Transplant

2008

42/229 (18,3%)

228/2025 (11,3%)

21/229 (9,2%)

93/2025 (4,6%)

3/229 (1,3%)

Pang Journal of Clinical Microbiology | 2007 | 36/155 (23,2%) | 119/533 (22.3%) | 6/155(3,9%) | 25/106 (23,6%)
Bressollette- American Journal of d - .
e e 2005 | 597104 (56,7%) | 130/421 (30,9%) | 307104 (28,8%) | 56/451 (12,4%)
Moyenne | 149/520 (28,7%) | 49473087 (16,0%) | 73/520 (14,0%) | 20172690 (7,5%)
| nwancy | Etude rétrospective 2005-2009 |57/293 (19,45%)| 275/732 (37.60%) | 13/293 (4,44%) | 75/633 (11,80%) | 5/293 (1,71%)

Dans quatre études réalisées par Thakat., Costaet al., Panget al., Bressollette-Bodin et

al., les pourcentages de positivité en termes de patients ou d’échantillons ont été publiés. Si
I'on fait les moyennes des résultats de ces quatre études, une BKurie est présente pour 28,7 %
des patients et pour 16,0 % des échantillons (Les résultats de la cohorte de Nancy sont une
positivité pour 19,45 % des patients et 37,60 % des échantillons, la positivité étant plus faible
en pourcentage de patients qu’en pourcentage d’échantillons). Une virémie est présente pour
14,0 % des patients et 7,5 % des échantillons en moyenne. Mais dans la cohorte de Nancy, la
virémie n’est observée que pour 4,44 % des patients et 11,80 % des échantillons. La virémie
est soit moins présente a Nancy du fait d’'un meilleur contrdle de la réplication virale, soit tout
simplement moins présente avec une immunosuppression finement adaptée au patient.

Un petit bémol est a noter. Dans I'étude menée par Bressollette-&adlinla virurie a été

trouvée chez 56,7 % des 104 patients et la viréemie chez 28,8 % d’entre eux. Mais, en ne
prenant en considération uniqguement les données obtenues a trois, six et douze mois en post
transplantation, ces chiffres diminuent & 29 % et 17 % des patients respectivement. Il est vrai
gue plus le nombre d’échantillons collectés est important, plus la possibilité de détecter une
charge virale est grande. D'ou une grande prudence dans linterprétation des données
statistigues de ces différentes études [Bressollette-Baichh, 2005 - Pangt al., 2007 -

Costa et al., 2008 - Thakwt al., 2011].

(4) Prévalence de la néphropathie associée au virus BK

Dans l'étude rétrospective menée entre 2005 et 200®, cas de néphropathies
associées au virus BK ont été rapportés. Sur I'échantillon total des 293 patients, cela équivaut
a une prévalence de 1,71 %. Cette prévalence est faible comparée a celle rapportée de la

littérature variable en moyenne de zéro a dix pour cent (tableau XI, page 70). Elle peut méme
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étre supérieure a 10 % : 12,5 % décrite par Saiiafy, 2008, mais dans cette étude, seuls les
patients présentant une dysfonction rénale ont été inclus contrairement aux autres études qui
incluent une population de patients transplantés rénaux. Pour ldirath la néphropathie
associée au virus BK est décrite comme survenant dans 8 % des greffes rénales, 6,5 % pour
Bressollette-Bodiret al., 1,30 % pour Costet al., 0,90 % pour Almérast al. La prévalence

décrite de la néphropathie tend a diminuer, étant donné la meilleure compréhension du
mécanisme de la néphropathie induite par le virus BK [Hiescdl., 2002 - Bressollette-

Bodin et al., 2005 - Costa et al., 2008 - Suecal., 2008 - AlImérat al., 2011].

(5) Périodicité du suivi pour le virus BK des patients
ayant eu une transplantation
En 2003, la conférence de consensus sur la néphrepassociée au virus BK

rapportée par Hirscét al., recommande de rechercher le virus BK en post transplantation au
moins tous les trois mois durant les deux premiéres années et annuellement ensuite jusqu'a la
cinquiéme année [Hirso#t al., 2003]. Mais ce consensus a suggéré d’adapter ce suivi selon
les centres de transplantation et ainsi différentes périodicités sont rapportées dans la
littérature. La périodicité du suivi des patients transplantés rénaux et les modalités de suivi

(charges virales sanguines et/ou urinaires) seront discutées dans I'étude prospective.

(6) Cinétique du virus BK

Les notions de cinétique du virus BK rapportéesdtit issues de I'analyse comparée
de différentes publications.
Les délais médians de survenue d’une virurie sont compris entre le deuxieme (1-12 mois)
[Huang et al., 2010] et le troisieme mois en médiane [(1-24 mois) Ginetval., 2007 -
Thakuret al., 2011].
Les délais médians de survenue de la virémie varient entre 60 jours (18-276) [Brennan et al.,
2005], 90 jours (23-214) [Alméras al., 2011] et 16 semaines (4-73) [Hirsch et al., 2005].
L’intervalle médian décrit entre le pic de virurie et le pic de virémie est compris entre une et
douze semaines [Hirsch et al., 2002 - Brenngtnal., 2005 - Bechertet al., 2010 -
Bressollette-Bodin et al 2003].
Le délai médian entre la virémie et I'apparition de la néphropathie est également compris

entre un et trois mois.
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Figure 35 : Virus BK et cinétique

Dans I'étude rétrospective, malgré le faible nombre de patients ayant présenté une
néphropathie associée au virus BK (cing), hormis le patient P6 qui a présenté une
néphropathie a virus BK sans virémie et le patient P7 qui a eu une réactivation, et hormis
deux patients qui ont des viruries et virémies simultanées, deux patients P2 et P3 ont des
cinétigues d'infection par le virus BK avec des délais proches de ceux rapportés ci-dessus
(figure 35). Pour ces deux patients, la virurie est présente avant la virémie avec un délai
moyen de 13,5 semaines. Le fait que deux patients présentent du virus BK au méme moment
dans le sang et dans les urines n’est pas réellement di a la cinétique de I'infection par le virus
BK ; il peut y avoir un biais du fait des modalités de suivi. En I'absence de protocole de suivi
du virus BK, le suivi biologique du virus n’était pas toujours tres régulier, et souvent
consécutif a une dégradation de la fonction rénale. D’ou la plus forte probabilité de décrire

une virémie du virus BK.

La survenue d’'une néphropathie associée au virus BK a lieu le plus souvent dans la
premiére année qui suit la transplantation (Almétad., Hirschet al.) avec dans moins de
25 % des cas, une survenue entre la deuxieme et la cinquieme année. PouetRamets
Vasudev et al., ce délai médian est de onze et treize mois. Dans I'étude menée ici, la survenue
de la néphropathie est plus tardive avec une médiane au diagnostic de la néphropathie de 23
mois et une moyenne de 19,4 mois en post transplantation [Hirsth 2005 - Vasudev et
al., 2005 - Ramost al., 2009 - Almérast al., 2011 - Thakuet al., 2011].
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Il est difficile de pouvoir comparer le délai entre la découverte de la virémie et le
diagnostic de la néphropathie car celle-ci est objectivée par ponction biopsie rénale, réalisée
en général apres une virémie positive.

La plupart des suivis rapporte I'existence d’'une virémie qu’en cas de virurie. Dans I'étude
rapportée ici, tous les patients ayant eu une virémie, avaient une virurie.eBahelont

montré qu’une virurie soutenue a non seulement une excellente sensibilité et spécificité pour
prédire une virémie mais également pour prédire une néphropathie a virus BK (avec une

anticipation de dix semaines sur le développement de la néphropathie) [Babel et al., 2009].

Mais Bressollette-Bodimt al., rapportent I'existence de trois patients greffés rénaux
avec une virémie sans virurie. Ces cas suggereraient la réactivation du virus BK a partir des
cellules mononuclées sanguines. Ce sont des cas qui restent trés rares. Dans ce travail, aucun

profil de ce type n’a été observé [Bressollette-Bodin et al., 2005].

La situation du patient P6 peut étre discutée ; il s'agit d’'un patient ayant eu une
néphropathie associée au virus BK sans virémie a virus BK objectivée. Le passage virémique
du virus BK a-t-il été trop bref pour étre mis en évidence aux dates habituelles de suivi des
patients transplantés rénaux ? Les analyses de biologie moléculaire ont-elles été réalisées au
bon moment ? Dans ce cas, la présence d’une virurie a tout son intérét pour alerter le clinicien
guant aux risques de présence du virus BK et des lésions associées, en association avec
'ensemble des données clinico-biologiques du patient. En I'occurrence, en I'absence de suivi

régulier du virus BK, les virémies sont sirement passées inapercues.

(7)  Seuil de virémie prédictif d’'une néphropathie induite
par le virus BK
Différents seuils au-dela desquels le risque de noyalthie associée au virus BK est

important, ont été proposés dans la littérature. Pour [Hirsch et al., 2005], ce seuil est de
7,7.1G copies/mL (seuil & partir duquel sont observées des lésions histologiques). Pour
[Randhawaet al., 2004], ce seuil est de 531€opies/mL. [Tonget al., 2004] utilisent un seuil
de 16 copies/mL de sang. Pour [Suetcal., 2008], ce seuil est de 3,16%kpies/mL. [Costa
et al., 2008] appliquent un seuil de “6opies/mL comme seuil prédictif de néphropathie

induite par le virus BK.

- 68 -



Drachenberget al., et Ramoset al., proposent un seuil de 4@opies/mL comme seuil
prédictif d’'une néphropathie [Drachenbesigal., 2004 - Ramost al., 2009]. Costeet al.
montrent que ce seuil de“€opies/mL a une sensibilité de 100 %, une spécificité de 99,1 %,
une valeur prédictive négative de 100 % et une valeur prédictive positive de 59,4 % pour le
diagnostic de néphropathie a virus BK [Costal., 2008]. Hirschet al., suggerent qu’'une
charge virale supérieure a “1@opies/mL pendant plus de trois semaines est hautement
prédictive d’une néphropathie. Il est & noter qu’une charge virale supérieure *a 5.10
copies/mL est indiquée comme un facteur de risque important de néphropathie. Dans le
tableau X, sont présentées les virémies maximales en fonction des séuds 308

copies/mL.

Tableau X : Patients de la cohorte et seuil prédictif de néphropathie

P1 P2 P3 P4 P5 P6

BKVAN BKVAN BKVAN BKVAN Rejet BKVAN
Virémie maximale (copies/mL) | 6,90.10* | 2,89.10* | 4,83.10° | 6,83.10° | 2,25.10° 0
Supérieure au seuil de 10* + + + - - -
Supérieure au seuil de 5.10° + + + + - -

Dans ce travail, un seuil de“€opies/mL a une sensibilité de 60 %, une spécificité de 50 %,
une valeur prédictive positive de 100 % et une valeur prédictive négative de 33 %. Un seuil de
5.10° copies/mL a ici une sensibilité de 80 %, une spécificité de 50 %, une valeur prédictive
positive de 100 % et une valeur prédictive négative de 50 %. Il semble difficile d’interpréter

ces données statistiques étant donné le faible nombre d’échantillons positifs.

Pour les charges virales détectables, se pose la question de leur signification : est-ce
une infection latente a bas bruit, le début ou la fin d'une infection active délétéere ? Les
résultats décrits ci-dessus montrent qu’en général, face a une infection par le virus BK, les
charges virales sont élevées (comme rapporté dans la littérature [BressollettetBaldin
2005]). Une charge virale détectable au niveau sanguin doit étre un signe d’alerte et de

vigilance face a la surveillance du virus BK chez le transplanté rénal.

-69 -



Tableau XI : Revue exhaustive de la littérature
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7. Limites

Cette étude rétrospective a bien sdr des limites.

L’ensemble des patients des services de néphrologie ayant eu une demande de
recherche du virus BK par PCR quantitative a été inclus. Il n’y aurait pas d’autre indication en
néphrologie a rechercher le virus BK que le suivi des patients transplantés rénaux. Pour ces
patients, cette recherche est systématique en cas de dégradation de la fonction rénale, en
'absence de suivi prospectif. En effet, I'absence de calendrier et de rythme de suivi du virus
BK, a conduit a une recherche de virus BK en fonction du contexte clinique et non pas avec

une périodicité réguliére.

Un autre point critiquable est 'absence de quantification dans les urines. Néanmoins,
guelle peut étre la signification d’'une charge virale sur un échantillon mictionnel d’'un patient
venu en consultation ? L'excrétion du virus BK est-elle homogéne tout au long de la journée ?
Ces données ne sont pas encore rapportées dans la littérature. La comparaison et l'intérét
eventuel des urines de vingt quatre heures par rapport aux urines fraichement émises seront

étudiés dans I'étude prospective.

En ce qui concerne la qualification de la virémie, celle-ci peut étre recherchée dans des
prélevements de nature différente (sang total, plasma ou sérum selon les études). Les
techniques de biologie moléculaire appliqguées sont également différentes : choix des amorces
de la région amplifiee par biologie moléculaire, seuil de sensibilité et seuil de quantification
différents. Cependant, la littérature rapporte une intense réplication du virus BK en cas de
néphropathie avec présence de milliers de copies de ’ADN du virus BK par millilitre de sang.
Quelle que soit la technique et ses spécificités, celle-ci doit étre en mesure de quantifier la

virémie.

Un dernier point soumis a discussion est le seuil de détectabilité du virus BK au
niveau sanguin. Avec la technique de PCR quantitative rapportée dans ce travail, le seuil de
détectabilité est de 1300 copies/mL de sang. La mise en place d'une nouvelle technique au
laboratoire pourrait diminuer ce seuil a 500 copies/mL, ce qui pose alors des questions quant a

'abaissement du seuil et l'augmentation des positivites des virémies de surcroit.
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8. Conclusion

Le diagnostic de [linfection a virus BK chez le transplanté rénal s’est
considérablement amélioré depuis l'utilisation des techniques de biologie moléculaire. Les
infections a virus BK se manifestent quand I'équilibre de la situation de latence du virus est
rompu. La mise en évidence du virus dans le sang ou l'urine est le constat objectif de sa

réactivation.

Les charges virales élevées et quantifiables (supérieures %0b.10 copies/mL)
constituent le reflet d'une réactivation virale active. Les facteurs de risque liés a la
réactivation du virus en post transplantation restent encore a ce jour mal établis. La
transplantation est en elle-méme un facteur de risque sachant qu’un des sites principaux de

latence du virus BK est I'épithélium rénal.

L’étude de I'efficacité des traitements antiviraux n'a pas été envisagée ici. Les patients
avec une néphropathie prouvée ont été traités par du cidofovir. Ce point nécessiterait une

étude plus approfondie.

L’intérét de cette étude rétrospective est de faire le point de I'apport de la biologie
moléculaire dans la pathologie associée au virus BK chez le transplanté rénal. La prévalence
de la néphropathie a également été comparée a la littérature. A Nancy, elle est de 1,71 %, ce
qui est dans les valeurs basses rapportées. A I'échelon local, I'immunosuppressjamoest
finement adaptée a I'état du patient contrairement a d’autres centres qui préférent utiliser une
immunosuppression plus forte. Certains auteurs décrivent l'infection par le virus BK comme
résultant systématiquement d’un excés d'immunosuppression [Eelik 2003 - Beimleret
al., 2007].

Afin d'approfondir ces données, une étude prospective du suivi des patients ayant eu

une transplantation rénale au premier semestre 2010 au CHU de Nancy a été réalisée ; deux

modalités de suivi du virus BK chez ces patients vont étre comparées.
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B. Etude prospective de suivi du virus BK chez des patients

transplantés rénaux au cours du premier semestre 2010

1. Problématique et objectifs de I'étude

En coopération avec le service de néphrologie du CHU de Nancy, ce travail s’est
centré sur le suivi des patients ayant eu une transplantation rénale au cours du premier
semestre de I'année 2010.

Dans un premier temps, cette étude prospective a pour intérét de comparer le suivi du
virus BK par charge virale sanguine ou urinaire et dans un deuxieme temps, cette étude a pour
objectif de proposer un algorithme de suivi du virus BK chez des patients ayant eu une
transplantation rénale.

L’objectif général de cette étude prospective est de montrer l'intérét d’instaurer un tel

suivi chez le patient transplanté rénal.

2. Matériels et méthodes

a) Population étudiée

Ont été inclus les patients ayant eu une transplantation rénale au cours du premier
semestre de 'année 2010.
A chaque patient a été attribué un numéro, le patient 1 étant celui ayant eu la premiere
transplantation rénale en 2010, le patient 2 la deuxiéme et ainsi de suite... Ces patients sont
répartis en deux groupes (figure 36, page 74) :

- D’une part, les patients ayant un numeéro impair

- D’autre part, les patients ayant un numéro pair
Les patients avec un numéro impair sont suivis par recherche du virus BK par biologie
moléculaire dans les urines tandis que les patients avec un numéro pair sont suivis par
recherche du virus BK dans le sang total. En cas de positivité d’'une virurie, a la consultation
suivante, sera prévue une recherche couplée du virus BK a la fois dans les urines et dans le

sang.
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Impair
Groupe Urines

Transplantation rénale

Premier semestre
2010

Pair

Groupe sang total

Figure 36 : Répartition des patients de I'étude prospective

b) Mise en place du suivi de ces patients

Apres revue et comparaison des suivis rapportés dans la littérature, il est choisi
d’établir un suivi qui se déroule de la fagon suivante : suivi en post transplantation a un mois,
deux mois, trois mois, six mois, neufmois et enfin douze mois. Les données ont été
recueillies jusqu’au 30 juin 2011 inclus pour avoir I'année entiére de suivi des transplantés
rénaux dans 'exploitation des résultats.

La recherche du virus BK dans les urines du suivi de I'étude prospective correspond a la
recherche de virus dans des urines fraichement émises par le patient lors de sa consultation de

suivi au service de Néphrologie Transplantation — Hbpital de jour Greffes.

c) Ciriteres d’inclusion ou d’exclusion

Tous les patients ayant bénéficié d’'une transplantation rénale au cours du premier
semestre de l'année 2010 ont été associés a cette étude, sans autre critére d’inclusion
particulier. L'origine du donneur du greffon a savoir donneur vivant ou décédé n’a pas
egalement été retenue comme critére discriminant. L’intérét de ce travail est de réaliser ce
suivi sur les patients ayant eu une transplantation rénale a compter du premier janvier 2010
sans autre critéere discriminant.

Deux patients ayant eu une transplantation rénale & Nancy mais n’ayant pas eu de suivi
biologique du virus BK au laboratoire de virologie du CHU de Nancy ont été exclus. Le

premier patient exclu a effectivement bénéficié d’'une transplantation rénale a Nancy mais est
suivi a Tahiti. Le deuxieme patient exclu est un patient pour lequel le greffon a été retiré apres

un délai d’'un mois post-transplantation pour non fonction primaire du greffon.
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d) Description de la population

37 transplantations ont été réalisées entre le premier janvier et le 30 juin 2010.
L’effectif réel de la population est de 35 patients car deux patients ont effectivement eu une
transplantation a Nancy mais n’ont pas eu de suivi biologique du virus BK au laboratoire de
virologie du CHU de Nancy. Au sein de cette population, le sexe ratio est 71,42 % de patients
de sexe masculin et 28,57 % de sexe féminin.

La moyenne d’age des patients de cette population s’éléve a 48 ans avec une médiane a 48 ans
également. Le patient le plus jeune est agé de 23 ans et le patient le plus agé de 78 ans

(figure 37).

Répartition des patients par classe d'age

Effectif
[a%]

=

Figure 37 : Histogramme de répartition des patients de I'étude prospective par classe d'age

Les patients avec un numéro impair sont suivis par recherche du virus BK par PCR dans les
urines (19 patients) tandis que les patients avec un numéro pair sont suivis par recherche du

virus BK dans le sang total (16 patients, du fait de I'exclusion de deux patients).

e) Marqueurs

Le suivi des patients transplantés rénaux a été effectué par recherche du virus BK par
PCR quantitative dans les liquides biologiques (urines ou sang total en fonction du groupe du

patient). Cette technique présente I'avantage d’étre sensible et spécifique. Elle est réalisée au
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laboratoire de virologie du CHU de Nancy par petite séden{ étude rétrospective — Partie

Matériels et méthodes).

f) En pratique
Afin de minimiser les risques d’oubli de prescription ou de demande sur urines au lieu
de sang total owice versa, les prescriptions de virus BK ont été intégrées au systéme
informatique du service de néphrologie, le logiciel Diatelic, qui met en paralléle les examens

biologiques a réaliser aux rendez-vous du patient.

3. Résultats

a) Suivi des patients de I'étude prospective premier
semestre 2010

(1) Données générales
35 patients ayant eu une transplantation rénale camscdu premier semestre de
'année 2010 ont été suivis. Dans le tableau Xll, sont détaillés les résultats généraux des
charges virales sanguines et/ou urinaires du virus BK réalisées chez les patients sans
forcément respecter le strict protocole de suivi aux mois 1, 2, 3, 6, 9 et 12. L'intérét de

récupérer ces données est la possibilité de comparaison avec I'étude rétrospective.

Tableau XlI : Résultats généraux

ADN BKV UR Nombre d'échantillons Pourcentage Etude rétrospective
Positif 56 23,05%
29,22% 37,60%
Détectable 15 6,17%
Négatif 172 70,78% 70,78% 62,40%
243 100,00%
ADN BKV SGT Nombre d'échantillons Pourcentage Etude rétrospective
Positif 8 3,72%
13,49% 11,80%
Détectable 21 9,77%
Non détectable 186 86,51% 86,51% 88,20%
215 100,00%
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PCR virus BK dans les urines

En analysant les résultats de ces différents prélevements, il apparait que prés d’un tiers
des urines (29,22 %) contiennent de I'ADN du virus BK en quantité détectable ou
guantifiable. 70,78 % des urines n’ont pas d’ADN du virus BK qui a été amplifié.

Cela revient & conclure une négativité pour 70,78 % des urines et une positivité pour
29,22 % (avec une positivité définie par une détection d’'une charge virale que celle-ci soit

guantifiable ou non), résultats cohérents avec ceux obtenus dans I'étude rétrospective.

PCR Virus BK dans le sang

Seuls 3,72 % des prélevements sanguins sont positifs pour I'ADN du virus BK et
86,51 % des échantillons négatifs. 9,77 % des prélevements sanguins ont une charge virale
pour le virus BK qualifiée de détectable car, la charge virale retrouvée étant plus faible que le
premier point de la gamme de calibration, elle ne peut pas étre quantifiée.

Cela revient a conclure une négativité pour 86,51 % des échantillons de sang total et
une positivité pour 13,49 % des échantillons de sang (avec une positivité définie par une
détection d’'une charge virale que celle-ci soit quantifiable ou non). Ces résultats sont

cohérents avec ceux obtenus dans I'étude rétrospective.

(2) Résultats du groupe avec recherche de virus BK dans
les urines
Si ne sont prises en compte que les données obtanxatates du protocole de suivi
(M1, M2, M3, M6, M9, M12), les résultats suivants sont obtenus pour les patients du groupe
Impair/suivi urines (tableau XIll). Le suivi de ce groupe a permis d’analyser 88 échantillons
sur les 114 attendus.

Tableau XIllII : Résultats du groupe avec recherche de virus BK dans les urines

Nombre | Pourcentage
Négatif 65 73,86%
BK UR Détectable 9 10,23%
Positif 14 15,91%
total 88 100,00%
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Dans le groupe suivi par charge virale urinaire, le virus BK n’est pas présent pour 12 des 19
patients. Il est présent pour sept des patients de ce groupe (Ul a U7) et I'évolution des
parameétres biologiques a 1, 2, 3, 6, 9 et 12 mois est décrite ci-dessous (tableau XIV).

Tableau XIV : Résultats des patients du groupe urines avec virurie (ND = non détectable)

Patient - groupe urines| Mois 1 Mois 2 Mois 3 Mois 6 Mois 9 Mois 12

U1 Urines Négatif Négatif Négatif Négatif |Détectable| Négatif
Sang

U> Urines Détectable Positif Positif | Détectable Positif Négatif
Sang ND ND ND ND ND

U3 Urines Détectable | Détectable | Négatif Négatif Négatif Négatif
Sang ND

U4 Urines Négatif Négatif Négatif Négatif Positif | Détectable
Sang

" Urines Détectable| Positif |Détectable| Négatif Négatif Positif
Sang ND ND ND ND ND

U6 Urines Négatif Négatif Positif Positif Positif Négatif
Sang Détectable | Négatif

U7 Urines Positif | Détectable| Positif Positif Positif
Sang Détectable | Positif | Détectable Positif | Détectable

Un des patients du groupe urines, le patient U7, a présenté des Iésions fortement évocatrices
de néphropathie a virus BK au cours de I'étude prospective avec une virémie maximale a
13 358 copies/mL.

(3)

le sang

Résultats du groupe avec recherche de virus BK dans

Si ne sont prises en compte que les données obtanxetates du protocole de suivi
(M1, M2, M3, M6, M9, M12), les résultats suivants (tableau XV, page 79) sont obtenus pour
les patients du groupe Pair/suivi sang. Ce groupe comprend seize patients et 96 échantillons
(16 x 6) étaient attendus. Seuls 75 échantillons ont été recueillis suite a des difficultés de mise
en place de I'étude, avec 72 résultats négatifs et 3 présentant une charge virale du virus BK

détectable.

-78 -



Tableau XV : Résultats du groupe avec recherche de virus BK dans le sang

Nombre | Pourcentage
Non détectable 72 96 %
BK SGT Détectable 3 4%
Positif 0 0,00%
total 75 100,00%

Dans le groupe suivi par charge virale sanguine, le virus BK n’est pas mis en évidence
pour 14 des 16 patients de ce groupe. Les spécificités des deux patients dont les échantillons
de sang ont révélé la présence de virus BK sont décrites brievement ci-dessous.

Le premier patient S1 est un homme ayant bénéficié d’'une transplantation aprés
insuffisance rénale chronique consécutive a la toxicité d’'une chimiothérapie dans le traitement
d’'une leucémie aigué lymphoblastique. Le virus BK est détectable dans le sang les sixieme et
neuvieme mois suivant la transplantation rénale mais ne l'est plus le douzieme mois. Ce
patient est suivi d’'une part par le service de néphrologie transplantation et d’autre part par le
service d’hématologie. Il est a noter que des recherches de virus BK ont été réalisées dans les
urines en post transplantation rénale immeédiat a la demande du service d’hématologie ; le
virus BK était déja présent dans les urines en post transplantation rénale immeédiat et ce
pendant toute la durée de cette étude prospective. Lors d’'une biopsie réalisée au neuvieme
mois post transplantation rénale est mise en évidence une discréte nécrose épithéliale
tubulaire sans argument pour un rejet ou une infection par le virus BK, mais plutét en faveur
d’une toxicité des immunosuppresseurs.

Le second patient S2 est une patiente ayant présenté un seul échantillon de sang avec
du virus BK détectable au sixieme mois post greffe sans autre échantillon positif, sans signe

clinique particulier.

(4) Résumé des résultats de cette étude prospective
Ci-dessous sont résumés les résultats de I'étudp@ctive des transplantés rénaux du

premier semestre 2010 (figure 38, page 80).
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Urines
Impair Positif 5/19
Groupe Urines Détectable 2/19

Transplantation rénale Négatif12/19

Premier semestre 2010

Sang total
Positif 0/16

Pair
Détectable 2/16
Non detectable 14/16

Groupe sang total

Figure 38 : Résultats de I'étude prospective (en nombre de patients)

(5) Déroulement du suivi: détection de charges virales
positives en cas de charges virales urinaires positives
En cas de charges virales urinaires positives, ecdeerche couplée du virus BK a la
fois dans le sang et dans les urines est effectuée. Les résultats des charges virales sanguines
pour les patients ayant des viruries positives sont présentés ci-dessous (tableau XVI et

figure 39, page 81).

Tableau XVI : Résultats des virémies en cas de virurie positive

Nombre Pourcentage
Non détectable 39 66,10%
BK SGT Détectable 12 20,34%
Positif 8 13,56%
total 59 100,00%

En présence d’'une charge virale urinaire positive, le virus BK est également présent au niveau
sanguin dans un tiers des cas (33,90 %) avec une charge virale quantifiable pour 13,56 % des

échantillons et une charge virale uniguement détectable pour 20,34 % des échantillons.
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Urines Sang si urines +
Impair Positif 5/19 Positif 13,56%
Détectable 2/19 Détectable 20,34%
Négatif 12/19 Non détectable 66,10%

Groupe Urines

Transplantation rénale

Premier semestre 2010
Sang total

Pair Positif 0/16
Groupe sang total Détectable 2/16

Non détectable 14/16

Figure 39 : Résultats complets de I'étude prospective

Un seul patient, du groupe avec suivi urinaire, a présenté des lésions fortement
evocatrices de néphropathie associée au virus BK. L'incidence de la néphropathie est d’'un
patient sur 35 patients inclus soit 2,86 %, avec des réserves évidentes liées au faible nombre

de patients inclus dans cette étude.

c) Cinétique des charges virales urinaires et sanguines

La cinétique des charges virales sanguines et urinaires du virus BK pour le patient U7
sera décrite (figure 40, page 82) (comme pour I'étude rétrospective, la virémie décrite sur
'axe des ordonnées de gauche est quantifiée, tandis que la virurie rapportée sur I'axe des
ordonnées de droite est décrite de la facon suivante : 2 pour une virurie avec charge virale
positive pour le virus BK dans les urines, 1 pour une virurie avec charge virale du virus BK
détectable dans les urines, 0 pour une absence de virurie).

Ce patient, un homme de 59 ans, a bénéficié d'une transplantation rénale le 19 mars
2010 dans un contexte de dysplasie rénale avec reflux vésico-urétéral diagnostiqué en 1981.
Du fait de la positivité du virus BK en post greffe, une recherche du virus BK rapprochée tous
les quinze jours est réalisée chez ce patient. En juin 2010, en raison de la présence conjointe
du virus BK dans le sang et dans les urines, le traitement immunosuppresseur est diminué. En
juillet 2010, la créatininémie est augmentée mais stable a 20 mg/L, la protéinurie passe de 0,6
a 1 gramme par vingt-quatre heures, le virus BK toujours présent dans les liquides
biologiques. Une biopsie du greffon rénal met en évidence des lésions de tubulite
lymphocytaire avec des modifications des cellules épithéliales a type de noyau vésiculeux,

tres en faveur d’'une néphropathie associée au virus BK.
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Le traitement a été une minimisation de I'immunosuppression avec réduction des
doses d'immunosuppresseur de moitié par rapport a la posologie initiale et dix cures de
cidofovir entre ao(t 2010 et janvier 2011. L’évolution a été bonne mais avec persistance de la

virurie.
1,60E+04 ——90——00—000 090090 — . g $ 2
— 1,40E+04
|
~§. 1,20E+04
2 @
g 1,00E+04 £
o 5
w 800E+03 3¢ 1 %  ——BKSGT
2 6,00£403 * 3 —e—BKU
o] >
£ 4,00E+03 h\ 'i Cidofovir
= 2,00E+03 § - M "H == Transplantation
0,00E+00 : : : : : : M 0
o o o o Q N N N
N N S S S N N N
AR I U R A O
AN A A A A A

Figure 40 : Cinétique des charges virales sanguines et urinaires du patient U7

Dés la premiére recherche du virus BK (figure 40) (analyse réalisée le cinquante sixieme jour
soit a la huitieme semaine suivant la transplantation au lieu du premier mois) et durant toute
I'étude prospective, le virus BK a été détecté dans les urines de ce patient. La virémie,
détectable a la dixieme semaine s’est ensuite positivée avec une charge virale quantifiable au
cours de la quinzieme semaine (14,4 s). Le maximum a 13 358 copies/mL est atteint a la
seizieme semaine post transplantation. La créatininémie est alors augmentée, voisine de 20
mg/L avec protéinurie.

La positivité du virus BK dans les urines de ce patient a permis d’instaurer un suivi
rapproché de la multiplication du virus BK et I'authentification de fagcon précoce des lésions

de néphropathie associées au virus BK.
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d) Comparaison des urines de 24 heures par rapport
aux urines fraiches

Il est intéressant de s’interroger quant a I'intérét d’urines fraichement émises par rapport a
des urines de 24 heures pour la recherche du virus BK dans les urines par biologie
moléculaire. Les urines appelées de 24 heures correspondent a I'ensemble des urines d’'un
patient collectées pendant 24 heures aprés vidange de la vessie, I'analyse étant effectuée dans
ce cas sur un aliquot du volume d’urines recueillies.

Une comparaison entre urines fraiches et urines de 24 heures a été réalisée pour quelques
patients, a savoir quinze patients. Pour ces patients, sont comparés les résultats des charges
virales du virus BK dans un échantillon d’'urines fraiches et dans un échantillon d’urines de
24 heures (tableau XVII).

Tableau XVII : Comparaison des urines fraiches et urines de 24 heures

Urines fraiches Urines de 24 heures
Quantification Quantification
Résultat Résultat
(copies/mL) (copies/mL)

Patient 1 négatif négatif
Patient 2 négatif négatif
Patient 3 négatif négatif
Patient 4 négatif négatif
Patient 5 négatif négatif

Patient 6 positif 6.10° positif 3,41.10°
Patient 7 négatif négatif
Patient 8 négatif négatif
Patient 9 négatif négatif

Patient 10 | positif 5,67.10° positif 3,50.10°

Patient 11 | positif 2,2.10° positif 1,97.10°

Patient 12 | détectable 885,45 détectable 1041,21

Patient 13 | positif 2,6.10° positif 3,3.10°
Patient 14 négatif négatif
Patient 15 négatif négatif

Sur quinze patients, cing présentent une excrétion de virus BK dans les urines ce qui

correspond a une excrétion urinaire de 33 %.
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Les échantillons négatifs sur urines fraiches sont également bien négatifs au niveau des urines
de 24 heures. Ces premiéeres données permettent de considérer les urines fraiches comme
comparables aux urines de 24 heures pour la recherche de virus BK par biologie moléculaire.

Il N’y aurait pas de faux négatif sur urine fraiche par rapport aux urines de 24 heures.
L’excrétion du virus BK dans une urine fraichement émise serait représentative de I'excrétion
du virus BK a I'échelle d’'une journée. D’ou la réalisation de I'étude prospective pour les
patients ayant eu une transplantation rénale au cours de I'année 2010 avec des échantillons
d’urines fraichement émises par les patients lors de leur venue en consultation.

Par ailleurs, les échantillons d'urines fraiches contenant de 'ADN du virus BK sont
également retrouvés positifs pour 'ADN du virus BK dans les urines de 24 heures. Il est
intéressant de s’interroger sur la comparaison de lintensité de I'excrétion du virus dans des
urines fraiches et des urines de 24 heures. Il n'y a pas de difféerence importante dans la
guantification de la charge virale entre ces deux types de préléevements. Les charges virales
guantifiées sont du méme ordre de grandeur. Si I'on compare les valeurs en échelle
logarithmique, une variation de plus ou moins 0,3 log n'est pas considérée comme
significative. Ici I'écart moyen entre urines fraiches et urines de 24 heures est de 0,34 log,
valeur faiblement significative.

Initialement, nous nous inquiétions de la possibilité d’avoir des urines faussement négatives
sur les urines fraiches par rapport aux urines de 24 heures. Cela ne semble pas le cas. Peu
importe si les quantifications different légerement, les résultats étant rendus, au laboratoire de

virologie du CHU de Nancy, de fagon qualitative dans les urines : positif/détectable/négatif.

4, Discussion

Comme pour 'étude rétrospective, la discussion sera structurée en plusieurs points.

a) Protocole de suivi des patients ayant eu une
transplantation rénale

Tout d’abord, le choix du protocole et la périodicité de suivi des patients ayant eu une
transplantation rénale peuvent étre discutes.
En 2003, la conférence de consensus sur la néphropathie associée au virus BK rapportée par
Hirschet al., recommande de réaliser un suivi du virus BK en post transplantation au moins

tous les trois mois durant les deux premiéres années et annuellement ensuite jusqu’a la
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cinquiéme année. Mais, ce consensus suggere d’adapter ce suivi selon les centres de
transplantation. Babet al., proposent un suivi des patients a deux semaines, trois, six, neuf
puis douze mois. Costet al., ont suivi une cohorte de 229 patients a une périodicité
bimensuelle les trois premiers mois puis trimestrielle ensuite. Giebwali, proposent un

suivi a un mois, trois mois, six mois, neuf mois, douze mois, dix-huit mois, vingt-quatre mois,
trente-six mois et quarante-huit mois. Un tableau récapitulatif (figure 41, page 86) de la
majorité des suivis effectués a été établi en collaboration avec les néphrologues.

Apres étude de ces divers protocoles rapportés par la littérature, il a été choisi de realiser ce
suivi en post transplantation a 1 mois, 2 mois, 3 mois, 6 mois, 9 mois et 12 mois. ptlirsch

al., 2002 - Merlincet al., 2003 - Bressollette-Bodiet al., 2005 - Hirschet al., 2005 - Ginevri

et al., 2007 - Accottet al., 2007 - Pangt al., 2007 - Costat al., 2008 - Babett al., 2009 -
Gautamet al., 2010 - Huangt al., 2010 - Renoulét al., 2010 - Alméragt al., 2011 - Thakur

etal., 2011]
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Figure 41 : Comparaison de différents protocoles de suivi du virus BK en post-transplantation
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b)  Urines fraichement émises ou urines de 24 heures

Le virus BK a été recherché, dans cette étude prospective, par PCR quantitative, dans les
urines fraichement émises par des patients lors de leur venue en consultation. En effet, se pose
la question de I'excrétion du virus sur une période de 24 heures, la variabilité de cette
excrétion, I'intérét d'une analyse sur une urine extemporanée.

Dans la littérature, la grande majorité des études envisagent un suivi des patients transplantés
rénaux par une charge virale réalisée sur urines, sans préciser la nature de cet échantillon
d’'urines (urines fraiches, ou de 24 heures, ou premiére miction du matin). Par ailleurs, Leung
et al., rapportent I'absence de différence significative entre les charges virales réalisées a
partir du surnageant ou du sédiment urinaire [Leung et al., 2001]. Les urines fraiches
semblent étre équivalentes aux urines de 24 heures (avec des limites concernant le faible

nombre de patients étudiés).

c) Positivité dans le sang ou dans I'urine - Cinétique

Dans cette étude prospective, seuls deux patients S1 et S2 ont eu des charges virales
détectables pour le virus BK entre le sixieme et le neuvieme mois suivant la transplantation.
Pour le patient S1, la virurie a été positive tout au long de I'étude prospective avec deux petits
pics de détectabilité du virus BK au niveau sanguin. Dans de telles situations, le suivi du virus
BK par biologie moléculaire au niveau sanguin permet de s’affranchir de I'excrétion urinaire
persistante du virus BK et de détecter les réels moments d’atteinte systémique du virus BK.
En effet, les lésions de néphropathies sont associées a un passage systémique du virus qui

peut étre détecté par les virémies.

Sept patients du groupe urine ont eu une charge virale du virus BK détectable ou positive
dans les urines. Ces patients sont classés en trois groupes (tableau XVIII, page 88) :
- Ceux avec virurie ponctuelle
- Ceux avec virurie persistante sans virémie. Une virurie persistante est défnie
comme une positivité sur au moins deux échantillons d’urines (détectabilité non
prise en compte pour établir une virurie persistante).

- Ceux avec virurie persistante et virémie
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Tableau XVIII : Description des patients du groupe urine en trois groupes

- Virurie persistante | Virurie persistante
Virurie ponctuelle

sans virémie avec virémie
Ul u2 U6
U3 u7
U4
U5

= Les patients U1, U3, U4, U5 ont présenté des viruries ponctuelles, témoins d’'une

excrétion ponctuelle de virus BK.

= Un patient U2 a présenté une virurie persistante sans virémie. Chez ce patient U2, un
suivi de la réactivation du virus BK au niveau sanguin aurait été plus intéressant et

plus informatif qu’un suivi urinaire.

= Deux patients U6 et U7 ont présenté des viruries persistantes avec virémie.

U6 a présenté dans un ensemble de viruries positives, une détectabilité du virus BK au
troisieme mois post transplantation. Les biopsies rénales n'ont pas été contributives chez ce
patient compte tenu de la fibrose entourant le greffon. Une suspicion de rejet humoral est
évoquée chez ce patient avec apparition d’anticorps anti-greffon a 2,5 mois post greffe. Le

patient a dO présenter une Iégére réactivation du virus BK dans ce contexte de rejet humoral.

Pour le patient U7, dont la biopsie rénale fait état de Iésions fortement évocatrices
d’infection par le virus BK, ce dernier est présent des la premiére analyse en post
transplantation réalisée a J56 au lieu de J30 pour des raisons qui ne sont pas connues. Cette
analyse positive, a justifié un contrle a quatorze jours. La présence conjointe du virus BK
dans le sang et les urines lors de contrdle a conduit a une minimisation du traitement
immunosuppresseur.

Babelet al., ont montré que le pic de réplication du virus BK dans le sang est observé a une
médiane de 10 (5-51) semaines, aprés transplantation. Pour Betratarie maximum de
virémie survient a 60 jours en post transplantation. Pour le patient U7, la virémie est passée

par un maximum a 13 358 copies/mL 16,4 semaines apres la transplantation. Comme évoqué
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dans I'étude rétrospective, cette valeur de virémie est supérieure aux seuils prédictifs de
néphropathie rapportés dans la littérature (7%7.d6pies/mL pour Hirschet al., 10
copies/mL pour Drachenber al.). Une biopsie rénale réalisée quelques jours apres cette
viréemie maximale (soit a J126 ou semaine 18 post transplantation), révéle des lésions
epithéliales tubulaires évocatrices d’'une infection par le virus BK. Néanmoins, il n'y a pas eu
d'immunohistochimie réalisée.

Le patient U7 a ensuite bénéficié de dix cures de cidofovir. A la suite de ces cures, a une
distance d’un an apres la transplantation, le virus BK est resté détectable au niveau sanguin et
positif dans les urines.

La seule conduite possible est la minimisation de 'immunosuppression. Au bout de quatorze
mois post transplantation, le virus BK s’est négativé dans le sang mais restait positif dans les

urines (tableau XIX).

Tableau XIX : Cinétique de l'infection par le virus BK pour le patient U7

Parametres Délais post transplantation
Premiere virurie positive J56 — 8 semaines
Premiere virémie détectable J70 — 10 semaines
Maximum de virémie 16,4 semaines
Diagnostic de néphropathie 18,0 semaines
Négativation de la virémie Quatorze mois
Négativation de la virurie Non observée

Les deux patients U6 et U7 montrent tout I'intérét du suivi du virus BK au niveau urinaire
pour une détection précoce de la réactivation du virus BK. La présence urinaire persistante du
virus BK a permis une surveillance précoce du virus BK par recherche du virus BK au niveau
sanguin [Hirschet al., 2002 - Drachenberg al., 2004 - Brennan et al., 2005 - Babstl al.,

2009].

d) Incidence de la néphropathie associée au virus BK

L’incidence de la néphropathie dans cette étude prospective est de 2,86 % (un patient sur
les 35 suivis), ce qui est comparable aux données de la littérature rapportées dans la
discussion de I'étude rétrospective. Pour Hirschl., la néphropathie associée au virus BK
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est décrite comme survenant dans 8 % des greffes rénales, 6,5 % pour Bressolletée-Bodin
al., 1,30 % pour Costat al., 0,90 % pour Almérast al. [Hirschet al., 2002 - Bressollette-
Bodin et al., 2005 - Costa et al., 2008 - Almératsal., 2011].

e) Suivi par charge virale sanguine ou urinaire

L’instauration du suivi de la réplication du virus BK dans le sang ou dans les urines reste a
ce jour un sujet trés débattu.

Le suivi du virus BK dans les urines peut étre réalisé soit par recherclaecsy ¢ells »
soit par mise en évidence de ’ADN du virus. Une BKurie persistante est définie comme la
positivité du virus BK dans au moins deux échantillons d’'urines.
Les valeurs de sensibilité, spécificité, valeur prédictive négative ou positive rapportées dans la
littérature pour ces parametres ont été comparées (tableau XX).dees/«cels» ont une
sensibilité comprise entre 25 % et 100 %, valeur égalant celle de ’'ADNurie. La sensibilité est
ici tres variable car la cytologie urinaire est une technique manuelle, opérateur dépendant. La
spécificité des <«ecoy cells» est comprise entre 71 et 84 % contre 78 a 91 % pour
’ADNurie. Pour ces deux paramétres, l'intérét réside dans leur tres forte valeur prédictive
négative de 100 % rapportée par Ba#tell., et Hirschet al. Ceci signifie qu’en I'absence de
«decoy cells» ou de BKurie, le diagnostic de néphropathie associée au virus BK est
fortement exclu.
En ce qui concerte la virémie, Hirsehal. et Babelet al. rapportent des valeurs comparables
de sensibilité a 100 %, de spécificité comprise entre 88 et 96 %, de valeur prédictive positive
variant entre 43 et 50 % et de valeur prédictive négative de 100 %. En présence d’une

virémie, une néphropathie associée au virus BK n’est présente que chez la moitié des patients.

Tableau XX : Comparaison statistique entre ADNurie, «decoy cells » et ADNémie

Decoy Cells | Decoy Cells Biilrji:epersistante BKurie persistante Bemie
Bibliographie Hirsch, 2002 | Bechert, 2010 Babel, 2009 Bechert, 2010 | Nickeleit, 2000 | Hirsch, 2002 | Babel, 2009 | Bechert, 2010
Sensibililité 100% 25% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Spécificité 71% 84% 91% 78% 88% 88% 96% 91%
Valeur pri’dictive positive | 29% &\\\\\\\\\\\f&\\\\\\\\\\\\%&\\\\\\\\\\\\& 50% AN\
Valew prédictive négative | 100% NN\ 2006 ANNNNNNNNNNNNNNY  200% [ 1006 NN

[Nickeleit et al., 2000 - Hirsch et al., 2002 - Babel et a2009 - Bechert et al 2010]
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f) Intéréts-Inconvénients du suivi urinaire et
comparaison entreDecoy cells et virurie

Une néphropathie a virus BK est dans la plupart des cas précédée d’une virurie a la
clinique silencieuse au départ. Un échantillon d’urines est un liquide biologique de recueil

aisé, non invasif, bien accepté par le patient de fagon générale.

Une technique de suivi des patients transplantés rénaux peu onéreuse est I'analyse du
sédiment urinaire par coloration de Papanicolaou, qui révéle la présence des « decoy cells »
Mais il s'agit d'une lecture opérateur dépendant. La recherche du virus par biologie
moléculaire est plus sensible que la cytologie urinaire. La présence de virus circulant peut étre
associée avec une néphropathie active car les virions peuvent entrer dans la circulation a
travers les capillaires péri tubulaires. Par conséquent, la détection de I'’ADN du virus BK dans
les urines par biologie moléculaire a été proposée comme marqueur précoce du diagnostic de
la néphropathie a virus BK. Ainsi, Drachenbet@l., rapportent que, la virurie précédant la
virémie, est un signe précoce de réplication virale.

Hirsch et al., recommandent la recherche de la présence du virus BK dans les urines tous les
trois mois dans les deux années qui suivent la transplantation, en cas de dysfonction du
greffon, en association avec la réalisation d’une biopsie. Un résultat positif doit étre confirmé
par un nouveau préléevement dans un délai inférieur a quatre semaines.

Tong et al., décrivent une relation entre virurie et virémie avec des charges virales urinaires
supérieures d’'un facteur mille aux charges virales sanguines. Si I'on quantifie les charges
virales urinaires, celles-ci seraient prédictives des charges virales sanguines. Contrairement a
cela, pour Bressollette-Bodeb al., il n’y a pas de corrélation entre les virémies et les viruries

a virus BK. Une charge virale urinaire négative a une excellente valeur prédictive négative
(quasiment 100 %). Cependant, un test positif dans les urines n’est pas associé a un risque
augmenté de néphropathie a virus BK et ce cas nécessite un suivi par une recherche du virus
au niveau sanguin. Alméras al., ont ainsi choisi d’abandonner la recherche du virus BK
dans les urines par biologie moléculaire étant donné le colt de I'analyse et le temps qu’elle
demande. lls réalisent des recherches de virus BK au niveau sanguin. Mais pouetlaiskin

la recherche du virus BK dans les urines ne présente pas de surcodt. [Hirsch et al., 2002 -
Tonget al., 2004 - Bressollette-Bodiet al., 2005 - Drachenberg al., 2005 - Blanckaerét

al., 2006 - Laskin et al., 2010 - Almérasal., 2011]
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g) Intéréts-Inconvénients des charges virales sanguines

Le premier inconvénient du suivi sanguin concerne les modalités de prélevement qui
consistent en un acte invasif avec prise de sang. Néanmoins, les patients suivis en post
transplantation ont des prises de sang régulieres pour suivi de la créatininémie, suivi de la
réactivation des autres virus (CMV, EBV,...). La recherche du virus BK au niveau sanguin ne
consiste pas en une prise de sang supplémentaire mais est réalisée en méme temps que les
autres examens de biologie médicale.

Hirschet al., décrivent qu’a cause de la faible valeur prédictive positive des « decoyaetls

de la BKurie, la virémie est le marqueur diagnostic a privilégier. Dans leur étude, les charges
virales sont inférieures au seuil de 7,7.¢6pies/mL pour les patients ayant une virémie sans
preuve histologique. Méme si la réplication du virus BK ne peut étre exclue, celle-ci peut se
limiter & des sites étroits invisibles sur les échantillons biopsiés. La PCR quantitative pour la
recherche d’ADN du virus BK dans le sang est donc utile a la fois pour identifier les patients
transplantés rénaux a risque de développer une néphropathie associée au virus BK et pour
suivre I'évolution de la réponse au traitement. Pour Nicketeit., et Randhawat al., une

virémie du virus BK permet le diagnostic de néphropathie induite par le virus BK, la présence
du virus dans le sang étant le reflet de Iésions tissulaires du parenchyme rénal.

Mais pour Nickeleitet al., la virémie est également une conséquence de la virurie. Les
résultats de Babet al., montrent que chez de nombreux patients, la disparition de la virémie
est associée avec une virurie persistante, suggérant que le suivi des patients greffés doit étre
effectué a la fois sur échantillons d’urines et de sang, ceci afin d’obtenir un suivi correct
[Nickeleit et al., 2000 - Limayest al., 2001 - Hirschet al., 2002 - Randhawat al., 2004 -
Mischitelli et al., 2007 - Babeét al., 2009].

5. Conclusion

Depuis le milieu des années 1990, le virus BK a été identifi€ comme un pathogene
émergent tout particulierement aprés une transplantation rénale. De nos jours, avec
'augmentation de I'espérance de vie, les candidats a une transplantation rénale seront de plus
en plus nombreux. D’ou I'intérét actuel pour une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques et un suivi régulier du virus BK en post transplantation.

Cette étude prospective a pour intérét de comparer un suivi prospectif du virus BK dans le

sang ou dans les urines, chez des patients ayant eu une transplantation rénale au premier
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semestre 2010 au CHU de Nancy. Les virémies, a virus BK sont certes, spécifiques et
corrélées a une réactivation du virus BK tandis que les viruries sont des marqueurs moins

spécifiqgues mais plus précoces.

C. Discussion générale

La conclusion de ce travail rapporte les recommandations du KDIK3Gnely
Disease : Improving Global Outcomes) publiées dan€linical Practice Guideline for the care
of the kidney transplant recipients en 2009. Ces recommandations ont été publiées juste avant
le début de cette thése et servent de référence en néphrologie. Certains points seront soumis a

discussion.

En résumé, les lignes directrices de ces recommandations sont les suivantes avec
recommandation du suivi de la charge virale du virus BK des patients transplantés rénaux au
niveau du plasma (recommandation de grade 2C) selon la chronologie suivante, a sayoir tous
les mois pour les trois a six premiers mois suivant la greffe (2D), ensuite, tous les trois mois
jusqu'a la fin de la premiere année post transplantation (2D), en cas d’augmentation

inexpliquée de la créatininémie (2D), aprés un traitement pour rejet aigu (2D).

Une recommandation de niveau 2 correspond a une suggestion, un grade C indique un bas
niveau de preuve (I'effet réel peut étre différent de I'effet estimé), un grade D un tres bas
niveau de preuve (I'effet estimé est tres incertain et peut étre différent de I'effet réel).

1. Suivi de la charge virale : urines ou sang

Ces recommandations rappellent qu’il est possible de suivre la charge virale du virus
BK dans les urines ou dans le sang. Une recherche de virus BK négative par biologie
moléculaire dans les urines a une valeur prédictive négative de 100 % [&liedci2002].
Tester les urines permet d’éviter une recherche du virus BK au niveau sanguin pour les
patients dont les urines sont négatives.

Cependant, la présence d'une charge virale positive dans les urines en 'absence de
virémie n'est pas associée a un risque augmenté de pathologie induite par le virus BK

[KDIGO, 2009]. Par conséquent, la mise en place d’'un suivi dans les urines, nécessite une
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nouvelle analyse par biologie moléculaire au niveau du sang. Ceci nécessite de convoquer a
nouveau le patient. C'est pourquoi les recommandations du KDIGO privilégient une
recherche du virus par biologie moléculaire au niveau sanguin [KP2G@3].

2. Intérét des « decoy cells »

En l'absence de techniques de biologie moléculaire, la cytologie urinaire avec
détection de <ecoy cells» est une technique acceptable, bien que non spécifique de
détection du virus BK et du risque de néphropathie. Ce test a une valeur prédictive négative
elevée, ce qui signifie que l'absence delegoy cells» élimine la possibilité d'une
néphropathie a virus BK dans la plupart des cas. Mais, une détectiaects ¢ells» a une
faible valeur prédictive positive, la majorité des patients ayant desoy cells » dans leurs
urines ne développant pas de néphropathie [Hirsch et al., 2002 - KDIGO, 2009].

3. Chronologie générale de I'infection a virus BK

La présence du virus BK peut étre objectivée avant méme l'apparition des premiers
signes clinique de la pathologie. Il a été prouvé que la présence du virus BK précede
I'apparition de la néphropathie avec une médiane de huit semaines. Environ 50 % des patients
sont virémiques dans les trois mois qui suivent la transplantation.

La plupart des néphropathies a virus BK surviennent dans les deux ans qui suivent la
transplantation avec seulement cing pour cent des cas survenant entre deux et cing ans suivant
la transplantation. Le suivi recommandé par le KDIGO est plus intense en post greffe
immédiat, avec une fréquence diminuant au fil du temps. Une surveillance du virus BK peut
étre poursuivie annuellement dans les deux a cing années qui suivent la transplantation. Une
recherche de virus BK doit également étre entreprise chez les patients ayant une augmentation

inexpliquée de la créatininémie [KDIGO, 2009].

4. Traitement des patients dont la biopsie objective une
néphropathie a virus BK
Le traitement de la néphropathie a virus BK n’est pas encore standardisé. Certains
centres utilisent des molécules antivirales (cidofovir, leflunomide et/ou ciprofloxacine) a visée
thérapeutique sans pour autant avoir d’efficacité prouvée de ces molécules.
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En revanche, la réduction de limmunosuppression a un réel impact sur la
néphropathie, malgré la description de pertes de greffon consécutives a une néphropathie a
virus BK chez des patients ayant eu une réduction du traitement immunosuppresseur. Pour
Ramoset al., la réduction préemptive de 'immunosuppression semble étre plus efficace dans
la surveillance préemptive de la néphropathie associée au virus BK que les marqueurs
biologiques moléculaires [Ramoat al., 2009]. Néanmoins, le retour d’'une immunité
cellulaire spécifigue nécessite une période prolongée, période pendant laquelle les Iésions
cytopathogenes peuvent continuer a endommager les cellules rénales. Un déséquilibre entre la
réplication du virus BK et 'immunité cellulaire spécifique du virus BK est impliguée comme
principal élément de la pathogenéese de la néphropathie a virus BK. Une pratique assez
courante consiste en I'arrét d’'un anti métabolite ou une réduction des posologies (effectuées a

Nancy).

Ci-dessous quelgues modifications des modalités du traitement immunosuppresseur
envisageables dans un contexte de suspicion de néphropathie associée au virus Bl [Hirsch
al., 2005 - KDIGO, 2009].

Modifications de molécules
= Changement du tacrolimus pour ciclosporine, azathioprine ou sirolimus
= Changement du mycophénolate mofétil pour sirolimus ou leflunomide
Diminution de posologies
= De tacrolimus, mycophénolate mofétil ou ciclosporine
Arrét de molécules
= Tacrolimus ou mycophénolate mofétil (maintien ou changement pour
une bithérapie) a savoir ciclosporine/prednisone, tacrolimus prednisone,

sirolimus/prednisone, mycophénolate mofétil/prednisone

Entre le début de I'étude prospective et aujourd’hui, des publications ont remis en cause
I'efficacité du cidofovir [Pallett al., 2010 - Hakeen#t al., 2011], essentiellement en raison

de sa néphrotoxicité. En [l'absence de traitement spécifique, la réduction de
'immunosuppression semble étre I'attitude la plus consensuelle et la plus efficace a adopter.
Le patient U7 de I'étude prospective a bénéficié de dix cures de cidofovir. Du fait de I'apport

de ces nouvelles publications, la réalisation de ces dix cures de cidofovir a été beaucoup
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discutée, I'essentiel de la démarche thérapeutique s’est concentrée par ailleurs sur la réduction

de 'immunosuppression.

5. Algorithme de suivi du virus BK au CHU de Nancy

L’intérét de la comparaison du suivi urinaire ou sanguin du virus BK permet de
proposer l'algorithme suivant (figure 42, page 97). Conformément aux recommandations, le
protocole de suivi du virus BK pourrait étre effectué a un rythme mensuel pour les trois
premiers mois suivant la transplantation, trimestriel ensuite pendant la premiere année et enfin
semestriellement. Cet algorithme ne propose pas un suivi par PCR quantitative du virus BK
uniqguement dans les urines ou dans le sang, mais combine les deux types de préléevements
afin d’optimiser le suivi des patients transplantés, tout diminuant le nombre de prélevements

pour le confort du patient et pour limiter le colt économique.

Dans la plupart des cas, le suivi du virus BK serait urinaire. En cas de virus BK
détecté dans les urines, a la prochaine venue du patient, pourra étre réalisée une recherche
combinée du virus BK par PCR quantitative a la fois dans les urines et dans le sang. Cette
recherche couplée permettra d’établir un suivi par charge virale sanguine pour les patients
dont la virurie est persistante. Pour ceux d’entre eux dont la virurie est ponctuelle, le suivi
adopté pourrait dépendre de la recherche du virus BK dans le sang (suivi sanguin pour les

patients présentant une virémie positive, suivi urinaire pour ceux dont la virémie est négative).
Cet algorithme présente l'intérét de combiner les avantages du suivi du virus BK dans les

urines et dans le sang [Brennan et al., 2005 - Hirgtcll., 2005 - Williamset al., 2005 -
Randhawa et al., 2006 - Binggedi al., 2007 - Giraldi et al., 2007 - Ramas al., 2009].
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Figure 42 : Proposition d'algorithme de suivi du virus BK en post transplantation rénale

6. Intérét du suivi prospectif

Aprés avoir réalisé une étude prospective de ce type, se pose la question de l'intérét de
conserver un suivi prospectif du virus BK chez le patient transplanté rénal. Il est a noter gu'il
n’y a pas davantage de néphropathies a virus BK dans la cohorte de I'étude prospective
(2,86 %) que dans celle de I'étude rétrospective (1,71 %). Le suivi prospectif n'aurait pas
permis de diagnostiquer davantage de néphropathies a virus BK, bien sdr avec les limites
évidentes du faible nombre de patients.

Mais, des la mise en évidence d’une virurie persistante a virus BK, les néphrologues
instaurent une réduction de 'immunosuppression ; le suivi prospectif permet une intervention

précoce, sirement avant que les Iésions de néphropathie ne se développent. Par ailleurs, il n'y
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a pas eu de rejet de greffon chez les patients ayant bénéficié d’'une réduction du traitement

immunosuppresseur.

Dans I'étude rétrospective, les recherches de virus BK par PCR quantitative ont été
effectuées sans périodicité réguliere, et donc avec des détections parfois simultanées du virus
BK au niveau urinaire et sanguin. Un suivi régulier aurait sirement mis en évidence la
présence du virus dans les urines avant une présence au niveau sanguin. L'intérét du suivi
prospectif est bien la détection précoce de la multiplication du virus BK, le suivi de la
cinétique de l'infection si elle a lieu et le contrdle de l'efficacité des traitements. Ce suivi ne
doit pas étre contraignant pour le patient, et coincident avec les visites de controle
normalement prévues aprés une transplantation. Un suivi urinaire a ici tout son intérét avec

recherche couplée au niveau sanguin si nécessaire dans les situations évoquées ci-dessus.
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D. Perspectives et conclusion

Les infections actives a virus BK sont fréquentes chez les patients bénéficiant d'une
transplantation rénale. Cependant, l'incidence des néphropathies tubulo-interstitielles a virus
BK reste, méme si elle a augmenté depuis le milieu des années 1990, faible, ce qui complique
I'évaluation des marqueurs biologiques preédictifs. Il semble pourtant important de disposer
d'outils permettant de dépister les patients les plus a risque de développer une néphropathie, et
de suivre I'évolution de ceux déja atteints, afin d'optimiser le traitement immunosuppresseur
associé ou non a un traitement antiviral. La forte séroprévalence du virus BK dans la
population générale, contrastant avec la faible fréquence des manifestations cliniques en
primo-infection ou en réactivation, amene également a se poser la question du degré de
pathogénicité de ce virus.

Malgré d’'importants progres dans la connaissance du virus BK, d'importants défis restent a

relever notamment le cas des patients avec néphropathies réfractaires au traitement.

En conclusion, il s’agit d’'une infection opportuniste, émergente, a tropisme rénal,
fortement intriquée avec le rejet. Les possibilités thérapeutiques sont encore restreintes et le
nombre de cas est encore sans doute sous-estimé, alors que le diagnostic devrait étre posé
avant le développement de la néphropathie. Afin de minimiser les manifestations cliniques du
virus BK, le juste équilibre entre une immunosuppression protégeant du rejet, et un exces
d'immunosuppression favorable a la réactivation du virus BK doit étre trouvé. Le diagnostic

virologique a dans ce contexte tout son intérét.
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PRESENTATION

1.  TITRE

PCR quantitative en temps réel pour la détection de I'ADN du BKV (Méthode Taq Man)

2. OBJET

Détection quantitative des BKV en temps réel. Cette technique utilise des marquages par sondes
fluorescentes, spécifiques du brin amplifié. Il est possible de déterminer la présence de BKV par PCR
dans un échantillon donné (urine, plasma et surtout sang total.) [Ali Si-Mohamed and al., 2005].

3. CHAMP D'APPLICATION

Virologie, secteur Biologie Moléculaire

4.  MODIFICATIONS

Gamme plasmidique BKV commercialisée a 1,3. 10° copies /uL ou 1,3. 10° copies/mL

BK Polyomavirus quantified viral DNA control catégorie N08-942-250, lot N°7A005 (ABI Advanced
Biotechnology)

s. MATERIEL ET EQUIPEMENT

— Gants a usage unique

— Pipettes automatiques (10, 20, 100, et 1000 pL) et les cbnes correspondants

— Tubes Microamp ® (Applied Biosystems, France) : barrette de 8 tubes de 0,2ml (Ref 4316567)
- Barrette couvercle pour 8 tubes ( optical caps Ref 4323032)

-Support noir pour plaques ou tubes

— Tubes « Eppendorf » de 1,5 ml pour mix PCR

— Trousse Tagman : Universal PCR Master Mix, No Amperase UNG (contient dNTPs, Taq, MgCL2,
Tampon) - Ref 4324020

— H,0 distillée stérile qualité biologie moleculaire

— Amorce sens BKV-1M a 10 uM (séquence ci-dessous)
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— Amorce antisens BKV-3M a 10 uM (séquence ci-dessous)

— SondeTagMan BKV-TMS a 5uM (solution mére a 200 uM cf séquence ci-dessous)

— ADN a amplifier

-Gamme plasmidique de BKV
-ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems France)

s. MODE OPERATOIRE

7. SEQUENCES DES AMORCES ET DE LA SONDE

Amorces utilisées Séquences nucléotidiques Position
BKV-1M 5 AAG TCTTTA GGG TCT TCT AC 3 4379-4398
BKV-3M 5 GAG TCC TGG TGG AGT TCC 3 4527-4510
BKV-TMS 5' (6FAM) AGA ATC TGC TGT TGC TTC TTC ATC ACT | ;05 4400
(sonde tagman) GGC (TAMRA) 3’

PREPARATION DE LA GAMME PLASMIDIQUE COMMERCIALISEE

Dans la piece R3-26

Il s’agit de préparer une gamme étalon de I’ADN plasmidique (contenant le géne cible) a partir d’'une
solution initiale de plasmide a 1,3 x 10° copies/ml, dans du tampon AE (60%) et de I'eau distillée (40%)
par la méthode de dilution par entrainement. Les dilutions de 10" & 107 seront utilisées pour la PCR
guantitative du BKV en gamme étalon.

50 pL

Dilution

10° | 20t | 102|102 | 10" | 107

Volume diluant (AE/Eau ;

uL) 450 | 450 | 450 | 450 | 450

Vol. plasmide

Copies/ml: 1,3 x 10® | 10" | 10° | 10° |10* |10°
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PROGRAMMATION DU RUN BKV SUR ABI PRISM

UTILISER LA PROCEDURE VCB 114 ( FONCTIONNEMENT DE L’ ABI PRISM )

Lors de I'ouverture d’'un nouveau fichier choisir le « TEMPLATE BKV «
- Vérifier le détecteur BKV : Reporter FAM, Quencher TAMRA

-Verifier les conditions de thermocyclage :

Etapes Température Durée Nombre de cycles
Pré-dénaturation 95°C 10 min 1
Dénaturation 95C 15 sec
Hybridation 45

60C 1 min
Elongation

-Rentrer I'identification des patients.

-Sauvegarder la plaque toujours a I'aide de la procédure VCB 114

8. PREPARATION ET DISTRIBUTION DU MIX (MELANGE REACTIONNEL)

Dans la piece R3-13 , préparer le mélange réactionnel avec les pipettes réservées a cet usage

Réactifs Volume pour une réaction (uL)
Mix Taq Man 2x 12,5

Amorce sens BKV-1M a 10 uM 1

Amorces antisens BKV-3M a 10 uM 1

Sonde BKV-TMS a 5 uM 1

H,O 4,5

Volume final de MIX 20,0
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Prévoir - 5 tubes de mix pour la gamme plasmidique
-1 tube de mix pour le Témoin négatif H2O (de la piece R3-13)
-1 tube de mix pour chaque échantillon d’ADN

-1 tube de mix pour le témoin négatif H20 en piéce R3-14 avec pipette échantillon

9. DISTRIBUTION DES ADN DES ECHANTILLONS ET DE LA GAMME
PLASMIDIQUE

En piéce R3-14 au 20uL de Mix ajouter en homogénéisant par aller-retour

- les 5uL d’ADN des échantillons extraits avec la pipette qui leur est réservée

-les 5uL d’'H20 avec cette méme pipette

-les 5uL des ADN des dilutions de la gamme de plasmide avec la pipette réservée .a cet usage
-Refermer les barrettes avec leur couvercle

-Centrifuger les barrettes avec centrifugeuse de la piece R3-5

10. LANCEMENT DU RUN

Utiliser la PROC2DURE VCB 114

112. ANALYSE DES DONNEES

A la fin de la PCR, l'acquisition des données s’arréte, le bloc retourne a la température de 25°C, il est
alors possible de procéder a 'analyse (ANALYSIS) en se référant a la PROCEDURE VB114

Sauvegarder les résultats et les éditer.

Eteindre I'ABI PRISM 7000 ainsi que l'ordinateur

Rentrer les résultats dans Glims tout en sachant que

- les urines ne sont pas quantifiées sauf demande particuliére

- seuls les sangs totaux sont quantifiés

12. ANNEXE : FICHE DE TRAVAIL

13. FIN DE DOCUMENT
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FICHE DE TRAVAIL
MATERIEL ET EQUIPEMENT
— Tubes Microamp ® (Applied Biosystems, France) : barrette de 8 tubes de 0 2 ml ( Ref 4316567 )
— Pipettes automatiques (10, 20, 100, et 1000 pL) et leurs cénes
_ Barrette couvercle pour barrette de 8 tubes ( optical caps Ref 4323032 )
— Tubes « Eppendorf » de 1,5 ml pour mix PCR
— ABI Prism 7000 (Applied biosystems, France)
-Trousse tagman Ref 4324020 Universal PCR Master Mix, No Amperase UNG
- HyO distillée stérile
— Tampon Tagman master mix (contient dNTPs, Taqg, MgCl,, Tampon)
— Amorce sens BKV-1M a 10 uM
— Amorce antisens BKV-3M a 10 uM
— SondeTagMan BKV-TMS a5 uM (solution mére a 200 uM)
- ADN a amplifier

SEQUENCES DES AMORCES ET DE LA SONDE

Amorces utilisées Séquences nucléotidiques Position
BKV-1M 5 AAG TCT TTA GGG TCT TCT AC 3’ 4379-4398
BKV-3M 5 GAG TCC TGG TGG AGT TCC 3 4527-4510
BKV-TMS 5' (6FAM) AGA ATC TGC TGT TGC TTC TTC ATC ACT GGC (TAMRA) 3' | 4432-4461
(sonde tagman)
PREPARATION DU MIX (MELANGE REACTIONNEL) POUR UNE REACTION
Réactifs Volume pour une réaction (uL)
Mix Taq Man 2x 12,5
Amorce sens BKV-1M a 10 uM 1
Amorces antisens BKV-3M a 10 uM 1
Sonde BKV-TMS a5 uM 1
H20 4,5
ADN extrait 5
Volume final 25,0
Distribution de 20 uL de mix par cupule + 5 uL d’ADN
PROGRAMMATION DE LA PCR SUR ABI PRISM 7000 (APPLIED BIOSYSTEMS)
Etapes Température Durée Nombre de cycles
Pré-dénaturation 95C 10 min 1
Dénaturation 95C 15 sec
Hybrldat.|on 60C 1 min 45
Elongation
Réalisé par Relecture Vérifié et approuvé par
Martine Didier Ségolene Pernet Véronique Venard

Signature




CHU de Nancy

Laboratoire de Virologie

Numéro de document : VCB059

Numéro de version : 02

Pagell9 / 145

Date de création : 19/05/2006

Date de modification : 04/03/2008

EXTRACTION ADN AUTOMATISEE - MAGNAPURE ROCHE

MOTS CLES : Extraction automatisée, ADN, MagNA pure Roche

>

YV V V V

DESTINATAIRES :

Techniciennes du laboratoire de Virologie (secteur Biologie Moléculaire)

Attachés
Internes
Assistants
MCU/PH
PU/PH

Réalisé par

Relecture

Vérifié et approuvé par

Valérie Jominet

Ségoléne Pernet

Véronique Venard

Signature




CHU de Nancy Laboratoire de Virologie

Numéro de document : VCB059 Numéro de version : 02

Date de création : 19/05/2006 Date de modification : 04/03/2008

Pagel20 / 145

EXTRACTION ADN AUTOMATISEE - MAGNAPURE ROCHE

TABLE DES MATIERES

1. P RE S EN T AT IO N L.ttt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e 121
O N O I 121
0 © 1 N 1 121
1.3 CHAMP D AP PLICATION Lttt ettt et e e et et e et r e e e et e e e e n e eanaenas 121
1.4 MANUEL DE REFERENCE ..ottt sttt et e et e e e e e e e e e n et e aneens 121

2. MODE OPERAT OIRE ..ottt it ettt et e e e e e e e et r e e e et e e e e e a e aeanes 122
2.1 ETAPES PRELIMINAIRES AVANT EXTRACTION ...ttt 122
2.2 ETAPES DE DEMARRAGE POUR LA CONFIGURATION DE LA STATION DE TRAVAIL...... 122
2.3 ORGANIGRAMME DE DEMARRAGE D'UN PROTOCOLE DE PURIFICATION ..........cceevnee. 122

2.3.1 Ouverture de I’écran feuille échantillons (Sample Ordering).........covvvvviiviiiiiiniiiieanns, 122
2.3.1.1 Sélection du protocole de purification appropri€e........cocovviiiiiiiiiiii e 123
2.3.1.2 Spécification des données échantillons ... 123

2.3.2 Confirmation de la disposition de la zone de travail sur I’écran Informations de

démarrage (Start INformation) .. ..o e 123

2.3.3 Contrble du cycle d’extraction sur I’écran Statut cycle d’extraction (Batch Status)...... 124

2.3.4 Evaluation du résultat de la purification dans I’écran résultats (result) ....................... 124

2.4 MAINTENAN CE .. ottt et e e e e e e e e e e e e e e e 125
3. FIN DE DOCUMENT ..ottt ERREUR ! SIGNET NON DEFINI.
Réalisé par Relecture Vérifié et approuvé par
Valérie Jominet Ségolene Pernet Véronique Venard

Signature




CHU de Nancy Laboratoire de Virologie

Numéro de document : VCB059 Numéro de version : 02
Pagel21 / 145

Date de création : 19/05/2006 Date de modification : 04/03/2008

EXTRACTION ADN AUTOMATISEE - MAGNAPURE ROCHE

1. PRESENTATION

1.  TITRE

Extraction ADN automatisée - MagNA Pure Roche

2. OBJET

Procédures d’automatisation d’extraction de sang total, sérum, urines, lavages broncho alvéolaires
(éventuellement : plasma,autres liquides biologiques) sur automate MagNA Pure LC, société ROCHE

3. CHAMP D'APPLICATION

Virologie, secteur biologie moléculaire

4.  MANUEL DE REFERENCE

MagNA Pure LC Roche diagnostic : Version 3.0
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2. MODE OPERATOIRE

1. ETAPES PRELIMINAIRES AVANT EXTRACTION

Préparation de la solution de protéinase K (extraction de I'’ADN) :

Reconstituer chaque flacon de protéinase K (bouchon rose) du MagNA Pure LC DNA Isolation Kit dans
3,0 ml de tampon d’élution (bouchon jaune). Fermer le flacon et bien mélanger jusqu'a compléte
dissolution du lyophilisat. Seulement aprés compléte solubilisation, ajouter 2 mL supplémentaires de
tampon d’élution (pour atteindre le volume final de 5 mL ). Un tube de poudre de protéinase K permet
de réaliser 32 extractions. Si vous n'utilisez pas toute la solution le jour méme, stockez-la entre 2 et
8°C (4 semaines maximum) ou entre -15 et -20°C (12 mois maximum).

Particules magnétiques recouvertes de verre (MGP, Magnetic Glass Particles) :
Les MGP doivent étre agitées vigoureusement pour assurer une remise en suspension compléete.
Préparation d’échantillons pour I’extraction d’acide nucléique :

ADN : utilisez 200 uL d’échantillon.

2. ETAPES DE DEMARRAGE POUR LA CONFIGURATION DE LA
STATION DE TRAVAIL

« Mettez sous tension la station de travail MagNA Pure LC, I'ordinateur et I'imprimante.
e Pressez sur les touches du clavier : CTRL-ALT-DELETE
e Password (aucun mot de passe) : cliquez « OK »

e L’écran principal apparait

3. ORGANIGRAMME DE DEMARRAGE D'UN PROTOCOLE DE
PURIFICATION

1. OUVERTURE DE L'ECRAN FEUILLE ECHANTILLONS (SAMPLE
ORDERING)

Se référer page 89 (ouvrage MagNA Pure LC)

Dans I’écran du menu principal (Main Menu), cliguez sur SAMPLE ORDERING pour saisir toutes les
données nécessaires au démarrage d’'un cycle d’extraction.

Si une liste ancienne apparait, pour la supprimer : cliguez FILE / NEW SAMPLE ORDER
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(1)  Sélection du protocole de purification appropriée

Se référer page 97 (ouvrage MagNA Pure LC)

Dans le menu déroulant, sélectionnez le protocole de purification d’ADN : DNA | High cell
Performance

Vérifiez le Volume échantillon (Sample Volume = 200 uL), le Volume d’élution (Elution Volume =
100 pL) et le volume de dilution (Dilution volume= None).

Entrez le numéro du lot du kit (MAGNA PURE LC KIT LOT)

(2) Spécification des données échantillons

Se référer page 99 (ouvrage MagNA Pure LC)

Cliquez sur la ligne correspondante au puits échantillon Al du Graphique Cartouche
Echantillons (Sample Cartbridge Graphic).

Saisissez le numéro et le nom de I'’échantillon. Confirmez en appuyant sur Entrée et passez a la
ligne suivante.

Continuez jusqu’a ce que tous les échantillons soient identifiés.

Remarque : il est impossible de démarrer un cycle avant d’avoir nommé tous les échantillons.

2. CONFIRMATION DE LA DISPOSITION DE LA ZONE DE TRAVAIL
SUR L’ECRAN INFORMATIONS DE DEMARRAGE (START
INFORMATION)

Se référer pages 103 a 114 (ouvrage MagNA Pure LC)

Dans I'écran SAMPLE ORDERING, cliquez sur STAGE SETUP

Le Graphique Disposition de la zone de travail (START INFORMATION) indique Iles
consommables plastiques et les volumes de réactifs nécessaires pour le cycle (en fonction du
nombre d’échantillons).

Placez tout le matériel nécessaire, a savoir cartouches, supports pour embouts, embouts a
réactifs, dans leurs tiroirs et supports respectifs.

Remarque : lorsque vous manipulez des consommables, portez toujours des gants pour éviter
toute contamination.

Placez le détrompeur correspondant a la manipulation sur le support des cuves a réactifs
(Identification réactifs / couleur).

Placez le Support métallique des cuves a réactifs (Reagent Tub Rack) sur la paillasse, puis les
cuves a réactifs symbolisées de couleurs différentes (Reagent Tubs) nécessaires dans ce
support. Remplissez chaque cuve du volume correct de réactif (comme indiqué sur le Graphique
Disposition de la zone de travail - Stage Lay-out Graphic. Fermez le bouchon des cuves a
réactifs (Reagent Lids) pour réduire I'évaporation. Placez sur la zone de travail le Support
Métallique des cuves a réactifs, contenant les réactifs nécessaires.

Confirmez le placement correct des consommables et le remplissage des cuves a réactifs en
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cliquant sur les zones de texte correspondantes de la zone de travail sur I’écran START
INFORMATION.

Remarque : avant de verser les particules magnétiques enduites de verre (MGP) dans une cuve,
vous devez les agiter vigoureusement pour étre slr qu’elles soient complétement remises en
suspension. Ajoutez en dernier les MGP sur le support des cuves a réactifs, et commencez
immédiatement le cycle d’extraction du lot.

Assurez-vous que tous les consommables sont correctement placés et qu’il n’y a aucun obstacle
sur la zone de travail.

Remarque : une collision entre le bras haute vitesse du robot et un élément mal placé
occasionnerait des réparations trés co(teuses.

Fermez le loquet de la zone REAGENT TUBS de la zone de travail et fermez le capot (Cover)
de I'appareil.

Assurez-vous que tous les voyants de statut des Blocs thermiques (Thermal Block) , a droite de
I’écran ,sont verts et affichent le statut : PASS (Réussi).

Remarque : le logiciel ne contrdle pas si I'appareil contient bien les éléments corrects, il vous
appartient de faire cette vérification.

3. CONTROLE DU CYCLE D’EXTRACTION SUR L'ECRAN STATUT
CYCLE D’EXTRACTION (BATCH STATUS)

Se référer page 115 (ouvrage MagNA Pure LC)

Cliquez sur le bouton OK de I'écran START INFORMATION pour lancer le cycle préparatoire. Le
capot se verrouille automatiqguement et I'écran BATCH STATUS (Statut cycle d’extraction)
s'affiche.

Remarque : le bouton OK ne s’affiche pas tant que vous n'avez pas cliqué sur toutes les zones
de texte nécessaires sur I'écran.

Dans I'écran BATCH STATUS, les phases du cycle d’extraction (prologue, traitement et
épilogue) s’affichent sous forme de barres horizontales. Les périodes d’activité s’affichent en
bleu, les pauses en blanc. L'axe temporel (horizontal) affiche I’heure actuelle et I'heure de fin du
cycle. La ligne rouge (verticale) qui se déplace indique I'avancement du cycle.

4. EVALUATION DU RESULTAT DE LA PURIFICATION DANS L’ECRAN
RESULTATS

Se référer page 117 (ouvrage MagNA Pure LC)

Une fois le cycle terminé, I'’écran RESULT SCREEN s’affiche et apparait :
- PASS (Réussi) (vert) : I'échantillon a été purifié correctement.

- FAIL (Echec) (rouge) : une erreur de prélevement est survenue (due a la coagulation de
I’échantillon ou a la perte de I'embout).

Remarque : en cas de statut FAIL (Echec), la colonne d’erreur (Error) affiche un Code d’erreur
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(Error Code) qui explique les raisons du probleme.

e Cliquez sur FILE / PRINT RESULTS SCREEN : 2 feuilles de résultats s'impriment et sont
déposées dans un bac sur une étagére au dessus de I'imprimante.

e Cliquez sur FILE/ CLOSE ( 2 fois) : I'’écran du menu principal apparait.

« Eventuellement, imprimer journal erreurs

4. MAINTENANCE

* Ouvrez la porte du MAGNA PURE et enlevez les échantillons extraits , le matériel inutilisé
propre et le matériel usagé ,

Décontaminez la zone de travail en essuyant sa surface a 'aide de I' agent de décontamination ( DNA-
OFF ). Remarque : ne projetez pas d’agent de décontamination directement sur la zone de travail,
des composants électroniques risqueraient d’étre endommagés.

Pour éviter toute contamination croisée, remplacez systématiquement le récupérateur de gouttes avant
chaque cycle. Pour ce faire, cliquez sur CHANGE DROP CATCHER (le bras du robot se déplace
vers l'avant).Changez le récupérateur de gouttes (Tub Lid Seal).Cliquez sur HOME (le bras
retourne a sa position initiale).

* Mettre en route la décontamination automatique du MAGNA PUR :
DECONTAMINATION/O3HRS/ACTIONS/START DECONTAMINATION.

Changer les 8 joints du bras (« étanchéité cones-bras ») une fois par mois et tester I'’étanchéité (Se
référer pages 177 a 180 ouvrage Magna Pur LC)

* Mettre I'appareil, I'ordinateur, I'imprimante hors tension.
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RESUME :

Le virus BK, petit virus de la famille dd%lyomaviridae, découvert en 1970, est un virus ubiquitaire dont

la

séroprévalence est élevée au sein de la population générale. Aprés une primo-infection asymptomatique, le

virus BK est capable de latence, notamment au niveau de I'épithélium rénal. Le pouvoir pathogene du virus BK

s’exprime essentiellement chez les transplantés rénaux, sous la forme d’'une néphropathie. Depuis les années

1990 et l'utilisation de puissantes molécules immunosuppressives, le virus BK est un pathogeéne émergent en

transplantation rénale. Le diagnostic de I'infection par le virus BK doit étre précoce afin de limiter I'étendue des

Iésions. Le suivi biologique de la réactivation du virus BK peut étre effectué par PCR quantitative en temps réel

dans le sang et/ou les urines de ces patients. Dans une étude rétrospective menée entre 2005 et 2009, la

prévalence de la néphropathie associée au virus BK au CHU de Nancy a été de 1,71% sur une population de

293 patients. Dans un second temps, le suivi prospectif des patients transplantés rénaux au cours ¢u premier

semestre 2010 a comparé deux modalités de suivi (recherche du virus BK dans les urines ou dans

le sang).

L'objectif de ce travail est de proposer un algorithme de suivi du virus BK chez le patient transplanté rénal ainsi

que les périodicités du suivi. Cet algorithme propose un suivi général par charge virale urinaire, ung

virale sanguine étant réalisée en cas de positivité des urines, a un rythme mensuel pendant les trois

charge

premiers

mois suivant la transplantation, et trimestriel ensuite pendant la premiére année. Devant I'absence de traitement

antiviral spécifique, le suivi biologique régulier de la multiplication du virus BK et la réduction préemptive de

'immunosuppression semblent étre les stratégies les plus efficaces et reconnues.

MOTS CLES : Virus BK — Transplantation rénale — PCR quantitative en temps réel — Modalités de
suivi — Néphropathie associée au virus BK
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