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Polyomavirus BK nephropathy in renal transplant: 2 cases with different clinical
expressions and review of the literature

Introduction. Polyomavirus BK nephropathy is emerging as a significant cause of interstitial nephritis and allograft dys-
function (1-2). .

Case report. Two patients with renal transplants from cadaveric kidneys were treated with Tacrolimus plus
Mycophenolate Mofetil (MMF) and Cyclosporine plus MMF, respectively. Their renal function gradually deteriorated
eight to twelve months after the transplant. The renal biopsy of the first patient showed signs of significant interstitial
tubulite, which necessitated the anti-rejection therapy with intravenous steroid pulses. After the pulses there was an addi-
tional dramatic increase in plasmatic creatinine, which suggested a revaluation of the kidney biopsy because of suspected
Polyomavirus BK (BKV) nephropathy. In fact, after a more careful review, the suspicion of BKV infection was confirmed
by the presence of intranuclear inclusions of tubular epithelium cells and marked denudation of the tubular basal mem-
brane. The subsequent screening in both cases confirmed the presence of decoy cells in the urine, while the immunohisto-
chemical analysis of the renal biopsy was strongly positive for the SV40 antigen. Our diagnosis was that of interstitial
nephritis due to Polyomavirus BK that, in the first patient, was expressed by more aggressive clinical progress, probably
due to enhanced immunosuppression from incorrect diagnosis of the interstitial rejection. The pre-transplant clinical out-
come of the first patient was characterised by proteinuric nephropathy without any histological confirmation.
Furthermore, we observed abundant pre-transplant residual diuresis and glucose intolerance. All these elements led us to
hypothesise that native kidneys could have a fundamental role as virak'reservoirs.

Conclusion. Even though we reconfirm the decisive role of the immunosuppressive therapy and of the donor’s kidney as
the fundamental causes of Polyomavirus reactivation, we believe that it cannot be the result of a possible active role by
the native kidney. In fact, as already noted, the SV40 genome is important in the pathogenesis of focal gomerulosclerosis.
Furthermore, reports of polyoma nephropathy in not-yet-transplanted patients could accredit the role of the native kid-
neys as important viral reservoirs capable of inducing nephropathy in renal transplant patients. (G [tal Nefrol 2003; 20:
38-42)

KEY WORDS: Polyomavirus, Interstitial nephritis BK virus, Renal allograft recipient

PAROLE CHIAVE: Poliomavirus, Nefrite interstiziale BK virus, Ricevente trapianto renale

38 © Societa Ttaliana di Nefrologia




Bonofiglio et al

Introduzione

La nefropatia da polioma virus BK si associa ad una pre-
matura perdita della funzione dell’organo nei pazienti con
trapianto renale (1, 2). Il polioma virus BK(BKV) & un
membro della famiglia dei poliomavirus che infetta il 70%
della popolazione umana (3). Non si hanno stime precise
circa I'incidenza della nefropatia da BKV anche se vari
Autori riportano incidenze comprese tra il 2 ed il 5% nella
popolazione con trapianto di rene (4). Al momento non sono
stati individuati fattori epidemiologici certi per la nefropatia
nel trapianto ed ¢ poco chiaro se si tratta di una infezione
acquisita con il graft o se rappresenta il risultato di una riatti-
vazione dovuta all’uso dei farmaci immunosoppressivi.
Dopo I'infezione primaria che si ha precocemente (adole-
scenza) e senza sintomi clinici (5), il polioma rimane fre-
quentemente latente nei reni ed ureteri di individui sani
immunocompetenti € puo essere riattivato nell’ospite immu-
nocompromesso come i trapiantati di rene (6, 7). E noto che
I'infezione da BKV puo determinare prevalentemente cistiti
in riceventi trapianto di midollo, mentre nei riceventi di tra-
pianto renale I'infezione si pud manifestare con ematuria,
stenosi ureterali e/o nefriti interstiziali e disfunzione del tra-
pianto che puo progredire fino alla perdita dell’organo (8, 9,
10, 2). La diagnosi d’infezione attiva da polioma virus si
basa su diverse indagini eseguite su urine, sangue e tessuto
renale. Utile e I’esame citologico delle urine per la ricerca
delle decoy cells (11, 12) che sono-glementi caratteristici,
ma non patognomoniche di malattie essendo assenti nelle
urine del 72% dei pazienti con nefrite da BKV (13) e pre-
senti nelle urine del 94% dei pazienti sénza nefrite da BKV
(14). La dettagliata valutazione della biopsia renale, che & la
modalita pili accurata per la diagnosi della nefrite da BKV, &
caratterizzata dalla presenza di tipiche inclusioni intranu-
cleari nelle cellule dell’epitelio tubulare e da un infiltrato
cellulare interstiziale. Inoltre con tecniche immunoistochi-
miche & possibile confermare la malattia con la ricerca
dell’antigene SV40 (un polioma virus della scimmia che
condivide il 70% del genoma con BKV e JCV) su tessuto
renale. Infine, metodi non invasivi sono rappresentati dalla
ricerca e monitoraggio della carica virale su sangue e urine
mediante tecniche di polymerase chain reaction (PCR).

Presentiamo due casi clinici di nefropatia interstiziale
secondaria a polioma BKV con terapie immunosoppressi-
ve diverse e diverso decorso clinico ed in cui non si pud
escludere il ruolo determinante del rene nativo quale ser-
batoio del virus.

CasoN° 1

Un uomo di anni 55 veniva sottoposto a trapianto di rene
da cadavere nel dicembre 2001. La terapia immunosoppres-
siva era effettuata con ciclosporina 8 m/kg/die e successivo
tapering mantenendo un livello ematico tra 150-200 ng/mL

Fig. 1 - Tipiche inclusioni intranucleari dell’epitelio tubulare con aspetto
a cosidetto “occhio di gufo” (Colorazione PAS x 400).

dal IIT mese, micofenolato mofetile 2 gr/die, steroidi 500 mg
e.v. al momento del declampaggio e successiva riduzione
fino a 5 mg/die per via orale alla fine del 3° mese. La ripresa
della funzione renale era immediata e il paziente era dimes-
so dopo 30 giorni dal trapianto. La malattia di base era una
glomerulonefrite cronica con proteiunuria nel range nefrosi-
co non identificata istologicamente e che era stata trattata
con ciclici boli di steroidi e ciclofosfamide. Al momento del
trapianto il paziente presentava una intolleranza glicidica e
una diuresi residua di circa 2000 cc al di.

Dopo otto mesi dal trapianto si assisteva ad un aumento
della creatinina plasmatica da 1.2 mg/dL a 2.2 mg/dL,
incremento ponderale di circa 3 kg, tensione dell’organo
trapiantato, edemi arti inferiori. Una biopsia del rene
mostrava un quadro di rigetto interstiziale acuto. Dopo 3
boli consecutivi con steroidi alla dose di 500 mg/die si
assisteva ad un drammatico incremento della creatinina
fino a valori di 5.1 mg/dL. Prima di procedere alla sommi-
nistrazione di siero antilinfocitario per un probabile rigetto
steroido-resistente, veniva rivalutata la precedente biopsia
renale nel sospetto di una nefropatia da polioma virus
BK. La rilettura della biopsia renale, oltre ai segni di tubu-
lite, evidenziava la presenza di inclusioni nucleari virali
esclusivamente nell’epitelio tubulare con necrosi focali
delle cellule tubulari (Fig. 1) . Questo caratteristico effetto
citopatico supportava il sospetto di infezione da polioma
virus. La ricerca e quantizzazione del polioma virus su
sangue ed urine mediante PCR risultava fortermente posi-
tiva con una carica virale rispettivamente di 16x10* geno-
mi/mL e > 16x10° genomi/mL. Inoltre risultava positiva
sia la ricerca, eseguita con tecnica immunoistochimica, di
SV40 che la ricerca mediante citologia urinaria con colo-
razione di Papanicolaou delle decoy cells (Fig. 2).

La ciclosporina veniva ridotta ed il micofenolato era
immediatamente sospeso, mentre lo steroide rimaneva a 5
mg/die. Dopo 6 mesi dalla diagnosi la creatinina plasmati-
ca era 4.5 mg/dL e una nuova biopsia renale veniva effet-
tuata sia per rivalutare I’entita degli inclusi nucleari che il
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Fig. 2 - Classiche decoy cell (Colorazione Papanicolau x 400).
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Fig. 3 - Grosse inclusioni intranucleari delle cellule £ubulari (PAS x 400).

grado di fibrosi interstiziale. Al momento della seconda
biopsia la PCR su sangue e urine mostrava una significati-
va riduzione della viremia e della viruria rispettivamente
di 160 genomi/mL, 16x10* genomi/mL.

Caso N° 2

Un paziente di 27 anni veniva sottoposto a trapianto di
rene da cadavere nell’agosto 2001. La terapia immunosop-
pressiva veniva effettuata con anticorpi anti-CD 25, steroi-
di 500 mg ev al declampaggio, Micofenolato Mofetile
(MMF) 1 g/die e tacrolimus 0.2 mg/kg/die. Successi-
vamente lo steroide veniva somministrato per via orale
fino a 5 mg/die all’inizio del 3° mese. Il micofenolato era
mantenuto a 1 g/die. La media dei livelli ematici del
tacrolimus era di 12+2.6 ng/mL al 3° mese. Dopo il tra-
pianto, la ripresa della funzione renale & stata immediata e
il paziente & stato dimesso dopo 15 giorni con una creati-
nina plasmatica di 0.9 mg/dL. La malattia di base era una
glomerulonefrite cronica non identificata istologicamente.
Durante il successivo follow-up la creatinina plasmatica si
& mantenuta stabilmente a valori di 1.1 mg/dL. Dopo 12

mesi dal trapianto, ad un controllo ambulatoriale routina-
rio, incremento asintomatico della creatinina plasmatica
fino a 2.2 mg/dL. I livelli di tacrolimus erano di 7.8
ng/mL. Un’ecografia del rene mostrava una normale
morfologia e assenza di dilatazioni calico-pieliche. Veniva
eseguita una biopsia renale che mostrava scarsi focolai di
modesta tubulite, mentre numerose cellule dell’epitelio
tubulare presentavano inclusioni intranucleari (Fig. 3).
L’ esame citologico urinario mostrava la presenza di nume-
rose decoy cells, mentre 1’indagine immunoistochimica su
tessuto renale confermava la positivita per SV40. La ricer-
ca qualitativa e quantitativa mediante PCR su sangue ed
urine era positiva per BKV con carica rispettivamente pari
a 16x10° genomi/mL, 8x10* genomi/mL. Il tacrolimus
veniva immediatamente ridotto ed il MMF sospeso. Dopo
3 mese dalla diagnosi, la creatinina plasmatica era di 1.6
mg/dL e tale si mantiene dopo 6 mesi di follow-up.

Protocollo per la quantificazione del BKV-DNA

L estrazione del DNA dai campioni di siero e di urina &
stata effettuata seguendo una metodica messa a punto nel
nostro laboratorio (15).

Il DNA estratto dai campioni di urina e di siero sono
stati sottoposti ad un protocollo di quantificazione da noi
messo a punto (15) che comprende una PCR semi-quanti-
tativa che utilizza come standard esterno il costrutto pBK-
C. Tale costrutto & stato da noi prodotto inserendo un
frammento eterologo di 78 bp all’interno della sequenza
corrispondente a 385 nucleotidi del gene per I’antigene
large T del poliomavirus BK. La PCR semi-quantitativa &
stata effettuata amplificando in parallelo i campioni e
quattro diluizioni scalari in base 10 dello standard esterno
(contenenti da 10° a 10? copie di pBK-C, rispettivamente).

Il numero di genomi virali presenti nei campioni ¢ stato
determinato comparando 1’intensita della banda corrispon-
dente al campione con I'intensita delle bande corrispon-
denti alle quantita note di pBK-C. La sensibilita di questo
metodo & di >10? copie di BKV-DNA/mL. I campioni sti-
mati contenere un numero di copie di BKV-DNA > di 10°
sono stati confermati e quantizzati pill accuratamente
mediante una PCR quantitativa-competitiva che prevede
la coamplificazione, nella stessa provetta, del campione
rispettivamente con ognuna di 6 diluizioni scalari note del
comi)etitore pBK-C (contenenti 5x10°, 10°, 5x10%, 10%
5x10%, 10° copie). La quantificazione viene effettuata indi-
viduando il numero di copie del competitore pBK-C che
da una banda di intensita uguale a quella del campione, e
questo numero viene considerato essere il numero di
genomi virali presenti nel campione amplificato. Per
entrambe le metodiche, 1 primers sono:

senso: 5'-AAGTATTCCTTATTCACACC-3';

antisenso: 5-CCCTCTGATCTACACCAG-3'.

Le condizioni di amplificazione sono le seguenti: 30 sec
a 94°C, 30 sec a 45°C, 30 sec a 72°C per 45 cicli, quindi
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30 sec a 94°C, 45 sec a 45°C, | min a 72°C per 15 cicli.
Lanalisi dei prodotti di amplificazione di pBK-C (356 bp)
e dei campioni (278 bp) ¢ stata effettuata mediante elet-
troforesi in gel di agaroso al 2% e le bande sono state

osservate agli U.V. dopo colorazione con bromuro di eti-
dio.

Discussione

La nefropatia interstiziale da polioma virus BK & stata
descritta in pazienti con regimi immunosoppressivi conte-
nenti sia tacrolimus e/o Micofenolato Mofetile (MMF) (2,
16, 17). Non mancano segnalazioni, sebbene in un minor
numero di casi, di pazienti trattati con Ciclosporina (CyA)
(17, 18, 19). In accordo con i dati della letteratura, anche i
nostri due casi clinici, pur in mancanza di evidenze con-
clusive che legano la nefropatia da BKV a uno specifico
regime terapeutico, mostrano come sia il tacrolimus che la
CyA e/o MMF, in varie combinazioni, possano concorrere
alla riattivazione del BKV nell’organo trapiantato (17, 18,
19). Dalla nostra esperienza emerge che, pill che la varieta
di combinazioni terapeutiche, devono essere presenti pill
fattori di rischio che possono condizionare sia la diversa
evoluzione clinica che i meccanismi biologici che rendono
manifesta la malattia nel post—trapianto renale. Vari
Autori, hanno infatti ipotizzato che la presenza di prece-
denti episodi di rigetto con uso di h}evate dosi di steroidi
e/o di dose elevate di tacrolimus per rescue terapia, non-
ché la presenza di necrosi tubulare con denudamento delle
membrane basali tubulari, rappresentano fattori di rischio
per la riattivazione del virus latente nel rene trapiantato
(20). Allo stesso modo, ¢ stato segnalato il ruolo del rene
nativo nella patogenesi della diffusione e riattivazione
virale (21, 22). La maggiore aggressivita del decorso clini-
co del primo paziente oltre ad essere spiegata con il rinfor-
zo della terapia immunosoppressiva indotta con i boli di
steroidi per ’errata diagnosi iniziale di rigetto cellulare,
puo dipendere anche da altri fattori. Se consideriamo che
il paziente presentava, al momento del trapianto, una mar-
cata diuresi residua, un’asimmetria del diametro longitudi-
nale dei reni nativi, un’intolleranza glicidica, I’etd avanza-
ta, una mancata diagnosi istologica, nonché una storia di
terapie immunosoppressive pre-trapianto, potremmo porre
il sospetto clinico di una nefropatia interstiziale da BKV
sui reni nativi e presente gia al momento del trapianto.
Tale ipotesi pud essere considerata verosimile alla luce dei
dati di letteratura secondo cui il genoma SV40 & stato
localizzato nei nuclei delle cellule epiteliali del tubulo, in
biopsie di pazienti con glomerulosclerosi focale. Questa &
la prima dimostrazione che il rene umano puo rappresen-
tare una riserva per la replicazione di SV40 e che
quest’ultimo puo contribuire alla patogenesi delle malattie
renali, particolarmente la glomerulosclerosi focale (23). In
base a queste osservazioni, il paziente del primo caso cli-

nico potrebbe essere considerato come un modello di riat-
tivazione di un virus latente nel rene nativo e che ha deter-
minato la nefropatia su rene trapiantato. La diffusione del
virus potrebbe essere avvenuta per via ascendente canali-
colare cell-to-cell (13, 20). Pertanto, il persistente e gia
consolidato danno tubulare potrebbe spiegare il rapido e
progressivo peggioramento della funzione renale. Tutto
cio potrebbe essere ulteriormente avvalorato dal fatto che
il rene gemello non ha mostrato, al momento, nel riceven-
te, alcuna alterazione della funzione renale o segni istolo-
gici e urinari ascrivibili a polioma virus BK. Quanto detto,
pur non escludendo il ruolo del rene del donatore quale
serbatoio del polioma virus, potrebbe indurre a focalizzare
I’attenzione dei nefrologi anche sul ruolo del rene nativo
quale possibile serbatoio virale specie nei pazienti che
aspirano al trapianto e che non hanno una diagnosi istolo-
gica di certezza o che hanno effettuato pregresse terapie
immunosoppressive.

In conclusione, in questo lavoro, pur riconfermando il
ruolo decisivo della terapia immunosoppressiva quale
concausa per la riattivazione del polioma virus, intendia-
mo sottolineare come 1’infezione attiva non possa prescin-
dere da un serbatoio per il virus che, secondo la nostra
esperienza, puo essere rappresentato oltre che dal rene del
donatore, anche dal rene nativo del ricevente.

Riassunto

Introduzione. La nefropatia da polioma virus BK rap-
presenta una causa importante di nefrite interstiziale con
perdita del rene trapiantato (1, 2).

Descrizione casi clinici. Due pazienti con trapianto
renale da cadavere trattati rispettivamente con tacrolimus
e Micofenolato Mofetile (MMF) e ciclosporina e MMF
sviluppavano un deterioramento della funzione renale otto
e dodici mesi dopo il trapianto. La biopsia renale mostrava
nel primo paziente un significativo infiltrato interstiziale
con segni di tubulite che imponevano una terapia antiri-
getto con boli ev di steroidi. Dopo i boli si assisteva ad un
drammatico ulteriore incremento della creatinina plasmati-
ca che suggeriva una rivalutazione della biopsia nel
sospetto di una nefrite interstiziale da polioma virus BK
(BKV). Infatti, una pill accurata rilettura confermava il
sospetto di infezione da BKV per la presenza di inclusioni
intranucleari dell’epitelio delle cellule tubulari e marcato
denudamento delle membrane basali tubulari. Il successi-
Vo screening in entrambi i casi confermava la presenza di
decoy cells nelle urine, mentre 1’analisi immunoistochimi-
ca delle biopsie renali era positiva per I’antigene SV40.
Pertanto, veniva fatta diagnosi di nefrite interstiziale da
polioma virus BK che nel primo paziente si era espressa
con un andamento clinico pil aggressivo, probabilmente
per il rinforzo della terapia immunosoppressiva dovuta ai
boli di steroidi per I’errata diagnosi di rigetto interstiziale.
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11 decorso clinico pre-trapianto del primo paziente che
era caratterizzato da una nefropatia di base con proteinuria
non accertata istologicamente, dalla presenza di una
cospicua diuresi residua pre-trapianto, dall’assimetria dei
due reni nativi e dalla presenza di un’intolleranza glicidi-
ca, ci ha indotto ad ipotizzare un ruolo fondamentale dei
reni nativi quali serbatoio virale.

Conclusioni. Pur riconfermando il ruolo decisivo della
terapia immunosoppressiva e del rene del donatore quali
concause fondamentali per la riattivazione del polioma
virus, riteniamo non si possa prescindere da un possibile
ruolo attivo dei reni nativi. Infatti, I’ormai documentato
ruolo del genoma SV40 nella patogenesi della glomerulo-

sclerosi focale e la segnalazione di nefropatia da polioma
in pazienti non trapiantati, potrebbe accreditare il ruolo dei
reni nativi quale importante serbatoio virale in grado di
favorire la nefropatia in pazienti immunocompromessi
quali i trapiantati di rene.
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