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Quantification of BKV in urine and plasma
in renal transplant recipients at PVAN
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SUMMARY

Background. BKYV infection usually occurs in early childhood through the respiratory tract. The virus persists
in a latent form in the kidney and it could be reactivated under favorable condition. The most important clinical
manifestations affect kidney transplanted in which the BK polyomavirus nephropathy (PVAN) can lead to kidney
failure.

Objectives. The aim of our study was to evaluate the clinical utility of quantification of BKV viruria and
especially viremia detected by real-time PCR method to select the patients at risk of PVAN.

Study Design. We carried out a quantitative (dosing) assay of BKV-DNA in 24 patients transplanted in Salerno’s
hospital, or elsewhere, all treated with cyclosporine or tacrolimus and mycophenolate mofetil or Prednisolone.
The enrollment was made on the basis of impaired renal function, in particular of the values of serum creatinine
(> 25% of baseline level) and / or appearance of proteinuria. The nucleic acid extraction was performed by
EXTRAgen kit (Nanogen); the extracts were submitted to quantitative evaluation by BKV Q-PCR Alert Kit
indicare regione target in Real Time PCR (Nanogen) using the instrument ABI7300 (Applied Biosystems).
Results. 16 patients were negative both for viremia and viruria,4 patients showed positive viruria but viremia
<10,000 copies / ml, 4 patients showed positive viruria and viremia > 10,000 copies / ml. In the last group, biopsy,
performed to diagnose PVAN was positive and immunosuppressive therapy was reformulate leading to the
decline, but never to the negativity of viral load.

Conclusions. The renal impairement combined with the quantification of BKV’s viral load in urine and especially
in plasma, can also be effective predictors of PVAN.

INTRODUZIONE

Il Polyomavirus hominis di tipo 1, conosciuto
anche come virus BK (BKV) dalle iniziali del
paziente dal quale ¢ stato isolato per la prima volta
nel 1971, infetta fino al 90% della popolazione.
Diversi studi hanno dimostrato che piu del 70%
della popolazione adulta possiede anticorpi per
BKY, avendo contratto, per via respiratoria, un’in-
fezione primaria durante I’infanzia, di solito nei
primi 3-4 anni di eta. Negli individui immuno-
competenti cid avviene tipicamente senza partico-
lari sintomi clinici. Dopo I’infezione iniziale il
virus rimane latente sia in forma episomica che
integrato nel genoma cellulare a livello del tratto
urogenitale e nei linfociti B. Dopo I’infezione pri-
maria, le cellule epiteliali dei tubuli renali e, piu in
generale, dell’urotelio costituiscono i siti di laten-

za e riattivazione virale (24). La patologia da
BKYV ¢ rara, e per lo piu conseguente ad uno stato
di immunodeficienza. Il virus ¢ stato associato a
diverse patologie, tra le quali cistite emorragica,
stenosi uretrali, vasculopatie e quadri di multi-
organ failure (13). Inoltre, casi aneddotici di inte-
ressamento renale da BKV sono stati riportati in
pazienti con immunodeficienze ereditarie o acqui-
site, ed in riceventi di trapianti d’organo diversi
dal rene. Tuttavia, la nefropatia interstiziale asso-
ciata all’infezione da BKV (PVAN) ¢ emersa
recentemente come causa importante di disfunzio-
ne renale dopo trapianto di rene (13, 15). Quasi
tutti gli eventi clinici si verificano in condizione
di immunosoppressione per la riattivazione del-
I’infezione latente. Le manifestazioni piu impor-
tanti colpiscono i trapiantati di rene, sottoposti a
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trattamento anti-rigetto nei quali la nefropatia da
Polyomavirus BK puo portare anche all’insuffi-
cienza dell’organo trapiantato (10). Dopo trapian-
to, secondo recenti dati di letteratura, il 30-60%
dei riceventi sviluppa una viruria, il 10-20%, una
viremia per BK ed il 5-10% PVAN.

La maggior parte dei casi di PVAN si presenta
entro il primo anno post-trapianto; tuttavia una
quota di casi viene diagnosticata in epoca succes-
siva, tra il secondo ed il quinto anno dal trapianto
(18, 19). La perdita del rene trapiantato in seguito
a PVAN varia dal 10% all’80% dei casi, ma risul-
ta piu bassa nei centri che hanno attivato program-
mi di sorveglianza e di intervento (9, 12, 18, 22).
Scopo del nostro studio ¢ stato quello di valutare
’utilita clinica della quantificazione della viruria
e soprattutto della viremia di BKV rilevate con
metodica Real Time PCR nel selezionare pazienti
trapiantati renali a rischio di PVAN.

MATERIALI E METODI

La coorte totale di pazienti trapiantati era di 49
individui (30 maschi e 19 femmine; eta media 54
anni, range 20-78). Di questi, nel periodo Giugno

Tabella A. Pazienti con valori di viremia e viruria negativi.
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2006-Marzo 2011 ¢ stato effettuato un dosaggio
quantitativo di BKV-DNA su 24 pazienti trapian-
tati presso la struttura ospedaliera di Salerno, o
afferenti all’ambulatorio del presidio ma trapian-
tati in altre sedi, con regimi terapeutici immuno-
soppressivi [Ciclosporina (C), Tacrolimus (T),
Mofetil Micofenolato (MMF), Prednisolone (S)].
L’arruolamento ¢ stato fatto sulla base di altera-
zioni della funzionalita renale, in particolare dei
valori di creatinina sierica (>25% del livello basa-
le) e/o comparsa di proteinuria.

Lo screening per BKV-DNA ¢ stato condotto su
plasma e urine partendo dall’estrazione dell’acido
nucleico che ¢ stata eseguita con il kit Extragen
(Nanogen Advanced Diagnostic s.r.l.), specifico
per i campioni di fluidi non cellulari. L’estrazione
¢ stata effettuata seguendo le istruzioni della ditta
produttrice: la lisi del campione ¢ stata eseguita
con un agente caotropico (guanidina cloroidrato),
un detergente (CTAB) e un agente riducente (2-
mercaptoetanolo); dopo precipitazione delle pro-
teine e lavaggio con etanolo 70% gli acidi nuclei-
ci sono stati disciolti in acqua ultrapura.
Successivamente i campioni estratti sono stati sot-

Paziente Data prelievo

04/05/2007
1910712007
09/08/2007
3111012007
3110/2007
05/11/2007
2611112007
101122007
26101/2008

15/02/2008
18/02/2008

19/02/2008
07/04/2008
07104/2008
08/04/2008
09/04/2008

Ww 0 =~ o W s W =

04103/2008

04101/2007

20/06/2007

09/10/2007

Data trapianto Creat. Viruria
(mgld)
0710312004 18
02/07/2002 20
2510512004 29 Non Ril
02/08/2003 21 Non Ril
02/08/2001 23 <125
05/08/2004 1.6 <125
01/06/1990 22 <125
30/07/2000 1,8 <125
2910412000 2,0 <125

15/07/1995 2,0 <125
03/09/1997 2,7 <125

23/10/2001 23 <125
14/10/1985 30 <125
1711011998 25 <125
20/02/2005 22 <125
14/09/1998 18 <125

(copie/ml)
Non Ril
Non Ril

08/06/2005 19a17 41X 108

07108/2002 2a13 5,8 X 10°

15/101/2003 1,8a219

3,3 x104

121032003 2,3a0,98 30x 10°
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Viremia
(copie/ml)
Non Ril
Non Ril
Non Ril
<125
<125
<125
<125
<125
<125

<125
<125

<125
<125
<125
<125
<125

Biopsia
(PVAN)
No
Ne
No
No
No
No
No
No
No

No
No

No
No
No
No
No

Terapia

T+MMF+S
CiclotMMF+S
CiclotMMF+S

T+MMF+S
CiclotMMF+S

T+MMF+S
CiclotMMF+S
CiclotMMF+5
CiclotMMF+S

CiclotS
Ciclots

T+MMF+S
T+MMF+S
T+MMF+5
T+MMF+S
CiclotMMF+5

T+MMF+S

T+tMMF+S

T+MMF+S

T+tMMF+S

Mod. Terapia

Nessuna
Nessuna
Nessuna
Nessuna
Nessuna
Nessuna
Nessuna
Nessuna
Nessuna

Nessuna
Nessuna

Nessuna
Nessuna
Nessuna
Nessuna
Nessuna

Nessuna

Rid. T

Nessuna

Rid. T
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toposti a valutazione quali-quantitativa con il kit
BKV Q-PCR indicare regione genomica target
Alert Kit in Real Time PCR della ditta Nanogen
Advanced Diagnostic s.r.l. utilizzando lo strumen-
to ABI 7300 (Applied Biosystems) (8, 12, 17).

Su 4 pazienti trapiantati, la presenza di fattori pre-
disponenti PVAN ha suggerito il ricorso all’esame
bioptico mediante ’identificazione in microsco-
pia ottica di alterazioni citopatiche virus-indotte a
livello delle cellule dell’epitelio tubulare renale
confermata con successiva analisi immunoistichi-
mica con anticorpi monoclonali diretti contro
I’antigene /arge T di SV40.

RISULTATI

Su 24 pazienti 16 (66%, 1-16) hanno presentato
valori di viremia e viruria negativi (Tabella A).
Dei restanti 8, 4 pazienti (50%, 17-20) hanno evi-
denziato viruria positiva ma viremia <10000
copie/ml (Tabella B) e 4 pazienti (50%, 21-24)
viruria positiva e viremia >10000 copie/ml
(Tabella C). In quest’ultimo gruppo 1’esame biop-
tico ha dato esito positivo per PVAN ed ¢ stata
rimodulata la terapia immunosoppressiva che ha
portato alla diminuzione, ma mai alla negativizza-
zione della carica virale.

I pazienti n.18 e n.20, entrambi con viremia alta e
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viruria <10000 copie/ml, non hanno effettuato
biopsia, ma hanno presentato miglioramento della
funzione renale a seguito della riduzione del
Tacrolimus (Tabella B).

DISCUSSIONE

Sebbene la patogenesi della PVAN non sia stata
del tutto chiarita, sembra che lo sviluppo della
malattia richieda ’azione sinergica di molteplici
fattori di rischio, tra i quali I’immunosoppressio-
ne riveste un ruolo di preminenza (14). Poich¢ la
presenza di replicazione virale ¢ il fattore comune
a tutti i riceventi di trapianto renale che sviluppa-
no PVAN (4, 9, 12, 24), il monitoraggio dell’infe-
zione da BKV ¢ uno strumento fondamentale per
identificare i pazienti a rischio (14). Lo screening
virologico permette, infatti, di anticipare 1’inter-
vento terapeutico alle fasi precoci della malattia,
con conseguente miglioramento dell’outcome (2,
3,6,7, 12,23, 24). Inoltre, dato I’alto valore pre-
dittivo negativo, in caso di assenza di replicazio-
ne virale ¢ possibile escludere la diagnosi di
PVAN (5, 12, 20). Infine, accompagnandosi la
risoluzione del quadro clinico ad una riduzione o
scomparsa del virus (21), una analisi quantitativa
della carica virale costituisce un utile strumento
per il monitoraggio della risposta al trattamento.

Tabella C. Pazienti con valori di viruria positivi, viremia > 10000 copie/ml e biopsia positiva.

Data

trapianto

24/02/2006

Paziente Data prelievo

21/05/2007

25/08/2010  19/08/2009
26/09/2010
16/11/2010
28/01/2011
02/04 /2007

2.4 x

13/06,/2005

01/06/2007
17/09/2007
21/11/2007
21/03/2008
28/10/2008
20/05/2009
16/11/2009
10/05/2010
21/06/2007  29/10/2002  18a25
19/09/2007
05/12/2007
09/02,/2008
19/02/2008
30,/05,/2008
01/08/2008
09,/02/2009
08/06/2009
12/03/2010
23/02/2011

Viruria

/ml

6,1 x 107

0o

1,5x 10%
3x10?

6 x 107
6,6 x 107
1,6x 10%
62 x 100

10,7 x 107
6x 107

3,6 x 108
66x 10°
Non Ril
187 x 10
2x 108
150 x10°
3d6x 10°
25x 107
15x 10°
7lx10°

‘77

Viremia Terapia Mod. Terapia  Evol.

T+MMF+S PVAN

575 x 10°

Stop MMF
(Giu 07)
SI T+MMF+S PVAN

2,2x10° Stop MMF

(Ago 10) Rid. T
044 x 107
5500
1555
SI

(Apr07)

T+MMF+S Rid MMFeT PVAN

Si

(Lug07)

T+MMF+S Stop MMF PVAN
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I test di screening descritti per identificare la pre-
senza di replicazione virale a livello urinario com-
prendono la citologia (ricerca di decoy cells,
ovvero cellule di sfaldamento dei tubuli renali
contenenti inclusioni virali su sedimento urina-
rio), la quantificazione del DNA virale o
del’'mRNA per la proteina capsidica VP1, o la
ricerca di particelle virali mediante microscopia
elettronica (4, 12, 16, 24). Al fine di identificare
precocemente 1 pazienti a rischio di PVAN, lo
screening urinario andrebbe effettuato almeno
ogni 3 mesi nel primo anno, ogni 6 mesi nel
secondo anno, ed annualmente fino al quinto anno
post-trapianto (14).

11 test di screening sulle urine ¢ determinante per
escludere la presenza di PVAN, data la sua alta
sensibilita, ma la sua positivita ha un valore pre-
dittivo basso, pari a circa il 20%, in quanto posso-
no esistere quadri di replicazione virale transito-
ria, autolimitante (12, 19). Sono quindi necessari
test aggiuntivi al fine di confermare il sospetto di
PVAN e indirizzare all’esecuzione della biopsia
renale, che al momento ¢ considerata 1’unico stru-
mento idoneo a porre diagnosi di certezza (11).
La presenza di BKV-DNA nel plasma valutata
mediante PCR quantitativa correla in modo signi-
ficativo con la presenza di danno renale (sensibi-
lita del 100%, predittivita positiva 83%), e rappre-
senta, quindi, il test aggiuntivo di riferimento
(12). A questo proposito, sono stati identificati
valori soglia non assoluti di BKV-DNA plasmati-
co (=10000 copie/ml) che, se persistenti, sono
indicativi di una PVAN in atto (11-13), anche se
un saggio unico standardizzato per monitorare la
carica virale di BK ¢ ancora al vaglio della FDA.
Quando utilizzata per monitorare il corso della
PVAN, la PCR quantitativa su plasma andrebbe
effettuata ogni 2-4 settimane, fino alla riduzione
al di sotto dei livelli soglia o, meglio, fino alla
negativizzazione (11). La diagnosi di PVAN viene
effettuata attraverso 1’analisi della biopsia renale,
con dimostrazione di alterazioni citologiche virus-
indotte ¢ la conferma della presenza di BKV
mediante tecniche di immunoistochimica o ibri-
dizzazione in situ (5, 20, 21).

I nostri pazienti con valori di viremia e viruria
negativi o al di sotto del limite di rilevabilita erano
tutti a 3 anni dal trapianto; hanno eseguito un
unico rilievo della carica virale per BKV dettato
dall’alterazione della funzionalita renale e non
hanno eseguito biopsia (pazienti 1-16 in tabella
A). Quattro pazienti hanno evidenziato viruria
positiva ma viremia <10000 copie/ml (pazienti
17-20 in tabella B); il paziente n.18, che presenta-
va viruria di 5.8 X 10* copie/ml e viremia di 462
copie/ml era al suo terzo trapianto; il paziente
n.20 che presentava viruria 30x10° copie/ml e
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viremia di 2437 copie/ml era un doppio trapianta-
to rene-pancreas; in nessuno dei due ¢ stata effet-
tuata biopsia perché ritenuto un esame troppo
invasivo rispetto al quadro clinico evidenziato.

A fronte del peggioramento della funzionalita rena-
le ma presentando una viruria alta e una viremia
intermedia ¢ stata decisa una riduzione in entrambi
del Tacrolimus che ha portato al miglioramento
della funzionalita renale. Sui restanti 4 pazienti la
scelta di ricorrere all’esame bioptico, risultato posi-
tivo, ¢ stata presa sulla base di criteri di natura bio-
chimica (creatinina plasmatica alterata) come indi-
cato nelle linee guida Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO), molecolare (viruria
massiva ¢ viremia > 10000 copie/ml) e clinica
(stato severo di immunosoppressione) (pazienti 21-
24 in tabella C) (12, 17, 24).

11 valore soglia di BKV DNA plasmatico >10000
copie/ml indicativo di PVAN suggerito da Hirsch
(11) non ¢ universalmente accettato: un saggio
unico standardizzato per monitorare la carica vira-
le di BKV ¢ ancora al vaglio della Food and Drug
Administration (FDA) in quanto si ¢ visto che ci
sono molte variabili che entrano in gioco nella
rilevazione del BKV DNA, come la scelta della
matrice biologica (urine intere, sedimentate, san-
gue intero, plasma, siero), la progettazione dei
primers e delle sonde nelle metodiche di
RealTime Pcr e i metodi di estrazione e purifica-
zione del DNA virale. Tutti questi elementi con-
corrono ad una forte variabilita che rende difficile
stabilire un cut-off universale nel monitoraggio
della viruria e viremia nella diagnosi di PVAN nel
paziente trapiantato (1).

I nostri dati, tuttavia, anche se numericamente
ridotti, confermano il valore soglia di BKV DNA
plasmatico >10000 copie/ml come fortemente
indicativo di PVAN in atto, cosi come confermato
da biopsia (11). Il miglioramento del quadro clini-
co dei pazienti n.18 e n.20 in cui ¢ stato deciso il
tapering del Tacrolimus, sembra confermare inol-
tre il valore predittivo positivo di una viruria alta
e di una viremia rilevabile anche se con valori al
di sotto delle 10000 copie, ai fini di un intervento
terapeutico nelle fasi precoci della malattia.
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