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RIASSUNTO

Il ruolo dell’i nfezionevirale nell’insorgenzadi lesioni nel renetrapiantatononè statoancoradel

tutto precisatosebbenealcuni virus comeHCMV, EBV, VZV, HHV6, HHV8, in una fasepiù

precoce, e il poliomavirusBK (BKV) e JC (JCV) e al parvovirusB19, dopo più tempo dal

trapianto, sembranoavere una precisa funzione nel determinare danni a carico del rene

trapiantato. Infatti, tutti questi virus sono stati già descritti come importanti patogeni con

tropismorenale.

Nel presente studio sono state investigate le infezioni virali, intrarenali e sistemiche,in una

casisticadi bambini e giovaniadulti chesonostati sottopostia trapiantodi renedal 2000al 2006.

Più esattamentesono stati analizzati i dati della prevalenza delle sequenze genomichevirali

intrarenalie delle infezionisistemiche (DNAemia) in associazionecon il rischiodi insorgenzadi

rigetto acutoe/odi lesionicronichedel renetrapiantato.

La presenzadelle sequenzegenomichevirali dei virus erpetici umani, dei poliomavirus e del

parvovirus B19 è stata analizzataa livello della biopsie di rene eseguite al momento del

trapianto,biopsie baseline, in presenzadi disfunzionirenali acutee durantei primi dueannidal

trapiantoseguendoi tempidel protocollodi follow-upcioèa6, 12e24mesi post trapianto.

Sono stati studiati 69 riceventipediatrici,bambini e giovani adulti, con un’etàmediapari a 13

anni che avevanoricevuto il rene da donatore deceduto in 65 casi e in 4 casi da famigliare

vivente: l’etàdei donatorierainferiorea6 anniin 15casi.

I risultati di questaprima partedello studio, relativi alla prevalenzadel DNA virale intrarenale

sono stati correlati con i dati clinici, i dati di viremia (DNAemia), di funzionalità del rene

trapiantatoeconle valutazioniistologichedello stessomomento del follow-up.

Globalmente,il DNA virale è stato ritrovato nel 46% delle biopsie baseline e nel 70% delle

biopsie di follow-up, dove generalmentepersiste nelle biopsie successive. I virus più

frequentemente identificati sono il parvovirusB19 e l’herpesvirusHHV6, già presentia livello

delle biopsie di renedel donatore.Mentrela presenzadelle sequenzegenomichedei virus EBV e

BKV è stataassociataalla comparsa di lesioniacute nel renetrapiantato.Tra tutti i virusstudiati

e rirtovati a livello del rene del ricevente, soltanto il DNA del parvovirus B19 e le relativa

DNAemia sonostateassociatecon lo sviluppodi lesioni cronichedel renetrapiantato:taledato

non eramai statodimostratoin precedenti studi della letteratura.Per quanto riguardail HCMV,

la relativa DNAemiaè stataconsiderataun fattoredi rischio per la comparsadi episodidi rigetto

acuto: dato, questo, già dimostrato e confermato con il nostro studio. Quindi è possibile

concludereche il parvovirusB19 sembrapreferire, in modo particolare, il renecomepossibile
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bersaglio da infettare e la sua persistenzaintrarenale è associata con la comparsadi lesioni

cronichedel rene trapiantato.

Nella seconda parte del presentestudio,con l’i ntentodi identificare nuovi marcatori del rischio

di infezione del ricevente trapiantatodi rene, è stata valutata la presenzadelle sequenze

genomichevirali di EBV, HCMV, BKV, e del parvovirusB19 nel rene del donatore prima

dell’ impianto;più precisamentesonostate analizzatele biopsie, le soluzioni di conservazionee

di lavaggiodell’organoprimachequesto vengatrapiantato. È stato osservato poi sela presenza

del DNA virale nell’unità rene (ovvero l’insieme dei diversi campioni derivati dal donatore:

biopsia, soluzione di conservazionee di lavaggio) correlava con la comparsadell’infezione

virale nel ricevente. L’ indagine condotta a livello dei diversi campioni dell’unità rene del

donatore, consentedi aumentarela sensibilità del test molecolare, ma anche da maggiori

indicazioni relative al meccanismo di trasmissione dell’infezione virale mediante il rene

trapiantatodal momentoche i diversi campioni dell’unità rene sono arricchiti di più frazioni

cellulari del donatore: sonopresentisia le cellule residenti del renea livello della biopsia,ma

anchele cellule del sanguecircolantesoprattuttonel liquidodi lavaggio.

Le sequenzegenomichevirali sono frequentemente identificate nell’unità rene del donatore,

soprattuttonelle soluzionidi conservazionee di lavaggio. Globalmente, il DNA virale è stato

identificato,in almenoun tipo di campionedell’unità rene, in 51 su 75 reni donati (68%) e il

virus più ritrovato è il B19 (47%).In accordocon la loro capacità di definire unostatodi latenza

dei linfociti B enei monociti,il DNA dei virus EBV, nel primocaso,eHCMV nel secondo,sono

stati identificati principalmentenelle soluzioni di lavaggio e di conservazione,poichétali virus

sonoprobabilmente veicolatidallecellule del sangueperiferico. Mentre, nel casodel parvovirus

B19, il DNA virale è statotrovato spessonelle biopsie del renedel donatore: questosuggerisce

che il virus probabilmenteinfetta le cellule residenti del rene, le quali potrebbero essereun

importantesorgente di trasmissione dell’infezione al ricevente. Il poliomavirus BK si pensa

abbia un particolaretropismoper il renee chevada in latenza nelle cellule epiteliali tubulari del

rene: ciononostante nel presentestudioil DNA di BKV è stato identificatosolo in unabiopsiadi

renedel donatorementreè statopiù volte ritrovato,anchein manierapersistente,nellebiopsiedi

follow-up. In generale,è statopossibile constatarechela presenza del DNA virale nel renedel

riceventeè un importantefattoredi rischio di infezionesistemica per il riceventesieronegativo

nel primo periodosuccessivo al trapianto.In particolare, la presenza del DNA di EBV nell’ unità

renedonata comporta un più elevatorischio di infezione da EBV nel riceventesieronegativo,

mentrela persistenzadi B19 nel renedel riceventeè un fattore di rischio di infezione e/o di

DNAemiadaB19 per il riceventesiasieropositivo chesieronegativo. Al contrario questotipo di

indaginemolecolare dell’unità renedel donatore,condotta per il HCMV e perBKV non mostra

una valida util ità diagnostica. Concludendo,con questostudio è stato possibiledimostrare che
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l’identificazionedi acidi nucleici virali a livello delle soluzioni di lavaggioe di conservazione

del renedatrapiantarepotrebbe essereun testmolecolareparticolarmente utile per riconoscerei

riceventi conun maggiorrischiodi infezione,soprattutto sistemica. La sensibilità e la specificità

di tale test molecolaredipendeperò dal tropismo del virus per le cellule o per il tessuto

dell’ organodatrapiantare.
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ABSTRACT

The relevanceof viral infectionsin allograft lesion development is still unclear, although some

viruses such as HCMV, EBV, VZV, HHV6, HHV8, seemto havea particular role especially

during thefi rst monthsafter transplantation,andthepolyomavirusBK (BKV), JC(JCV) andthe

parvovirus B19, havebeenimplicatedin the occur of kidney injury after more time following

transplant.

In this study we investigatedsystemicandintrarenal viral infectionsin kidney transplant young

recipients and we analysedthe association of thesedata with the risk of acute rejection and

chronic allograftinjuriespredictiveof long-termdysfunction.

The presenceof DNA sequencesof humanherpesviruses,polyomaviruses,andparvovirus B19

wasanalysedin renalallograft biopsiesperformed at baseline, for acuterenal dysfunction and

for follow-up during the first two years post transplant. We evaluated le presence of viral

sequencesin 69 transplantedchildren and young adult who underwent kidney transplantfrom

2000 to 2006:donoragewasless than 6 year in 15 cases. Theseresultsregarding the genomic

viral presencein thesepatientswerecorrelated with clinical data, viral DNAemia,renalfunction

testsand allograft histologyanalysedat thesametime pointsof thefollow-up.Takenasa whole,

viral DNA was detectablein 46% baseline biopsies and in 70% follow-up biopsiesof kidney

allografts, where it generally persisted.The most frequently detected viruseswere B19 and

HHV-6, alreadypresentin donor kidneys,and BKV and EBV, usually involving the allograft

during follow-up. Among viruses, only the intrarenal persistence of B19 DNA and B19

DNAemia was associatedwith the developmentof chronic allograft injury: thesekind of data

were neverdemonstratedbeforein literature.Regarding HCMV DNAemia, it wasconsidered a

risk factor for acute rejectionas alreadysuggested in manyworks from the literature. So, we

concludethatparvovirus B19 seemsto electively targetthekidneyandits intrarenalpersistence

is associated with chronickidneyallograftinjury.

In the second part of this work, in order to identify new markersfor a rapidly identificationof

viral infections occur early after transplantation and are often transmitted from the graft, we

investigatedwhether EBV, HCMV, BKV, and parvovirus B19 genomesequencescould be

detectedin kidney grafts,preservationandwashing solutionsbeforeimplantation, andwhether

theycorrelatedwith theoccurrenceof viral infectionsin therecipient.

The investigation of different donor graft samples (i.e., biopsy, preservation and washing

solutions) that we wholly named“Kidney Unit” (KU), increasedthe sensitivity of viral DNA

testing,but alsogavecluesto themechanismof viral transmission throughthekidneygraft while

the different samplesareenrichedfrom different cells from the donor: residentkidney cells or
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circulated blood cells. Viral genomesequences were frequently detected in donor renal graft

units, especially in preservationand washing solutions.Overall, viral DNA was detectedin at

leastonetype of sample,including biopsy, preservation andwashingsolutions,in 51/75(68%)

kidneygraftsandB19wasthemostfrequentlydetectedvirus(47%).

In agreementwith their ability to establish latency in B lymphocytes and in monocytes

progenitorcells, respectively, EBV andHCMV wereprobablycarried by circulatingbloodcells,

since viral DNA was generally detected in preservation and washing solutions, which are

contaminatedby bloodcells,but not in kidneybiopsies;whereasB19DNA was oftendetectedin

kidney graft biopsies, besidesin preservation andwashing solutions, thussuggestingthe virus

probably infectedresidentkidneycells,which might be importantsourcesof transmission to the

recipient.

BKV is supposedto havetropismfor thekidneyand to achievelatencyin renaltubularepithelial

cells; however,we detectedBKV DNA only in one donor kidney biopsy,whereasviral DNA

wasgenerally detectablein the allograft during follow-up, whereit persisted, aswe previously

demonstrated.

The prevalenceof EBV, HCMV, and BKV DNA was higher in preservation and washing

solutionsthanin biopsies, indicatingtheyweremainly carriedby blood cells, whereasB19 was

consistentlydetected in biopsiesand solutions, suggestingvirus was also presentin resident

kidney cells. Detection of viral DNA in kidney grafts was a significant risk factor for

symptomatic infections in seronegativerecipients in the early post-transplant period. In

particular, EBV DNA-positivedonorgrafts were significantly associated with the risk of EBV

infection in seronegativerecipients, whereasthe presence of B19 DNA in kidney grafts wasa

risk factor for B19 infection and/or DNAemia both in B19-seronegative and seropositive

recipients. At variance, molecular testing for HCMV and BKV in donor graft had poor

diagnosticutil ity.

In conclusion,this studydemonstratesthat detection of viral nucleic acids in preservation and

washingsolutionsof a solid organ,i.e., thekidney,beforeimplantationcould bea useful testto

identify recipients with increasedrisk of infections, especially symptomatic infections, in the

early post-transplant period.The sensitivity and specificity of the test dependson viral tropism

for cellsandtissuesof thegraft.
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CAPITOLO 1

INTRODUZIONE

1.1. Trapianto di rene nel paziente pediatrico

1.1.1. Aspetti del trapianto di rene nel bambino

Dal punto di vista clinico il trapiantodi reneè l'unica possibilità per riabilitare totalmenteun

bambino con malattie renali croniche, in fase di insufficienza renale terminale. Rappresenta

inoltre un’alternativa risolutiva al trattamento emodialitico, migliorando lo sviluppo psico-

socialee la crescita staturo-ponderaledel bambino, in modoparticolarequandoil trapianto viene

effettuatoprima della pubertà.Perpaziente pediatrico intendiamoil pazientecheha iniziato il

trattamento dialiti co prima dei 15 anni di età e con un’età inferiore a 18 anni. Occorre

considerareil paziente pediatrico in maniera differente dal paziente adulto sia nella fase

chirurgica del trapianto,sia al momentodi stabilire un corretto follow-up. Infatti aspettitecnici

dell’ intervento chirurgico,nonchéaspettiimmunologici, metabolici e psico-socialidistinguonoil

pazientepediatrico trapiantatodi renedal pazienteadulto. Perquanto riguardal’aspettotecnico,

occorre infatti averemaggiori attenzioni sia in fase intraoperatoria che immediatamentedopo

l’intervento chirurgico soprattuttonel caso in cui sia stato impiegato un rene di dimensioni

superiori e che rendepiù difficile la ripresadella funzionalità dell’organo con un aumentato

rischio necrosi tubulareacutae di perdita del rene trapiantato a causadi trombosi vascolare

(Salvatierra O et al., Transplant Proc 1999). Inoltre, anche per quantoriguardail follow-up,

l’adulto trapiantato di renesegueunpercorsodiversodaquello del bambino.

Figura 1. Rappresentazionedel tipo di innesto che si esegue
per procedereal trapiantodi rene.
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Unavolta riuscito il trapiantorenaleoccorremonitorareil bambino pereventuali complicazioni

della funzionalità dell’organotrapiantatochepotrebberopresupporread episodi di rigetto acuto

e/o cronico determinandola perdita dell’organo e/o la morte del paziente. Per il paziente

pediatricotrapiantatodi reneè infatti necessario considerareaspetti peculiari quali:

- il sistema immunitario naive per numerose infezioni batteriche e, soprattutto, virali

(DharnidharkaVR et al., Transplantation2006);

- unacostitutiva induzionedel sistemaimmunitario (Sozen H et al., TransplantationProceeding

2006);

- un diversoassorbimentoe metabolismodi numerosifarmaci immunosoppressorichetendono

anchea rallentarela crescitadel pazientepediatrico.

I principali problemi del paziente pediatrico sono dovuti in particolar modo alla scarsa

compliance nei confronti della terapia immunosoppressiva(TraumAZ et al., Pediatrics.2008).

Infatti gli inconvenientilegatiall’immunosoppressionerimangonoa tutt’oggi la principalecausa

di morbilità dopo un trapianto renale pediatrico, sia per un’ effetto tossico diretto sia per

l’aumentatorischio di infezioni da parte di patogeniopportunistici. Sebbene numerosireport

della letteraturamostrinocheil trapiantodi renepediatrico abbiauna minoreriuscitarispettoal

trapianto nell’adulto (SalvatierraO et al., Transplant Proc 1999), non ci sono dimostrazioni

dell’ effetto del fattore età sulla sopravvivenzadell’organo trapiantato (Lufft V et al., Nephrol

Dial Transplant 2003).In realtàè riconosciuto un maggior rischio di insorgenzadi rigetti acuti

nel paziente pediatrico, giustificabili ancora una volta con la vigorosainduzione della risposta

immunitaria tipica del bambino(Salvatierra O et al., Transplant Proc 1999) e che si cerca di

evitare con dei regimi immunosoppressivi specifici (Lufft V et al., Nephrol Dial Transplant

2003).

1.1.2. Trapianto di rene nel paziente pediatrico in Italia

In Italia l’organizzazionedei trapianti si basasu di un Centro Nazionale che ha sedepresso

l’I stituto Superioredi Sanità e su tre Coordinamenti multiregionali: Nord Italia Transplant

program (NITp), AssociazioneInterregionale Trapianti (AIRT), Organizzazione Centro-Sud

Trapianti (OCST). Il NITp, natonel 1972,è storicamentela prima organizzazioneitalianae si

basasulle convenzionitra diverse Regioni.Comprendeun’areadi circa 19 milioni di abitanti in

Lombardia,Veneto, Trentino,Friuli -Venezia Giulia, Liguria e Marche.Inoltre, dal maggio1997

è attivo il Programma NazionalePediatrico per il Trapianto di rene: tutti i pazienti pediatrici
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vengonoiscritti in un’unica lista nazionale.Le modalità per l’iscrizionein lista d’attesanel NITp

sono le stesseil lustrateper l’iscrizione al trapianto per l’adulto. In Italia esistonotre centri di

riferimento:a Genova(SanMartino collegato all’Ist ituto Gaslini), a Mi lano(IRCCSFondazione

OspedaleMaggiore Policlinico, Mangiagalli e ReginaElenacollegato alla Clinica De Marchi) e

a Padova(Clinica Pediatrica– Policlinico). Va sottolineato cheper il paziente pediatrico, come

pureperquello adulto,un limite importante di questaterapia sostitutiva restala disponibilitàdi

organi per effettuare il trapiantodi rene.Al fine di incrementare il numero dei trapianti, gli

esperti del settore (chirurghi, nefrologi, microbiologi) hanno recentemente introdotto la

possibilità di utilizzarealcunecategoriedi donatori (HBsAg positivi, HCV positivi, anti-HBc

positivi) in riceventi affetti dallastessapatologia o immunizzati controdi essa. Taledecisioneè

però accompagnata dalla richiesta di una più attenta indagine, sierologica e molecolare,

dell’ organo del donatore atta a minimizzare i possibili rischi di trasmissionedi malattie

neoplastichee in particolaredi infezioni opportunistiche(Fishman JA et al., NEJM 2007).

1.1.3. Regimi immunosoppressivi nel paziente pediatrico trapiantato di rene.

Esiste, in campo pediatrico, una particolare attenzione nei confronti della terapia

immunosoppressiva.Una buonaimmunosoppressionepermette di ridurre l’incidenzadei rigetti

acuti, e di conseguenza anchel’incidenzadei rigetti cronici, migliorandocosì la sopravvivenza

dell’ organotrapiantato(TraumAZ et al., Pediatrics.2008).

Esiste però una serie di effetti collaterali legati all’util izzo di questi farmaci, che sono

particolarmente dannosi nel paziente pediatrico come ad esempio la scarsa crescita e

l’insorgenzadi infezioni. Dunque, le complicanze legate all’immunosoppressionevengono

identificatecomela principalecausadi morbilità dopoun trapiantorenalepediatrico.Perquanto

riguarda la crescita, si è visto che nei bambini che hanno subito un trapianto renale è

indispensabile il recuperodella normale funzionalità glomerulare e che la terapiacon steroidi

correlacon la crescita in casodi terapiea lungoterminee adelevati dosaggi(Sarwal MM et al.,

Transplantation2001).

In uno studio condotto dal NAPRCTS (North American Pediatric Renal Transplant) sui

cambiamenti relativi ai protocolli di trapianto renale si è osservata una significativa

modificazionedelle scelteterapeutiche.Lo schemaclassicodi duplice terapia, conciclosporina e

steroide, o tripliceconazatioprina,trovaa tutt’oggi un utili zzoinferireal 15%, poichésonostati

introdotti nuovi schemi diversificati, che fanno uso di farmaci come il Basilixmab, il

Tacrolimuse il Micofenolato(Benfield MR et al., PediatrTransplantation 2003).

Il Basiliximab è un anticorpo monoclonale diretto contro la catena α del recettore

dell’ interleuchina2 (antigeneCD 25), espressosulla superficie dei linfociti T in risposta aduno

stimolo antigenico. Questo farmaco trova indicazioni nella profilassi del rigetto acuto e nei
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bambini la dosetotaleraccomandata,in funzionedel pesocorporeo, è pari a 40 mg suddivisain

due somministrazioni: la prima dosedeve essere somministrata due ore prima dell’intervento

chirurgicoe la secondadose4 giorni dopoil trapianto.

Il Tacrolimus è un macrolidecheagiscein unafaseprecoce della rispostaimmunitaria e

insiemealla Ciclosporina,inibiscono l’attivazione delle cellule T con un meccanismosimile.

Entrambi diventanoattivi quandoformanocomplessi con un recettore intracellulare endogeno,

chiamato immuofillina. Questi complessiimmunofilli na-farmaco interferisconocon le vie di

traduzionedel segnalecalciodipendenteintracellulare.Tacrolimuse ciclosporinaagisconocome

collante molecolare legandola calcineurina-calmodulina all’im munofillina, che normalmente

non interagicono. Il Tacrolimus ha importanti interazioni con vari farmaci come la

claritromicina, il clotrimazolo, il ketoconazolo, la nifedipina ed i corticosteroidi che

incrementanoi livelli plasmaticidel Tacrolimus attraversol’inibi zione del citocromo CYP3A.

L’ uso concomitante di FANS e Tacrolimus può comportare nefrotossicità a causadella

riduzione della sintesi di prostaglandine. Particolare attenzione deve essere posta anche in

seguito all’utili zzo di aciclovir e anfotericina B responsabili essi stessi di nefrotossicità.Per

ultimo il Tacrolimus agiscecon effetto inibitorio nei confronti del metabolismodell’ acido

micofenolico. Per quantoriguardale malattie linfoproliferative, è dato certo che il Tacrolimus

aumenti l’incidenzadi EBV-relatedPTLD (posttransplantlymphoproliferativedisorders).

Il Micofenolato Mofetil è un farmacoimmunosoppressivocheblocca l’attivazionedelle cellule

T. L’acido micofenolico, suo metabolicaattivo, inibisce la sintesi de novo del nucleotide

guanosidico.Attualmenteviene usatoa dosaggiridotti per evitare effetti collaterali quali le

infezionidavirus erpetici edalterazionidel metabolismoglucidico.

1.2. Rischio di infezione virale nel paziente trapiantato di rene.

Il rischio di contrarre un qualsiasi tipo di infezione è un problema che riguarda da vicino la

popolazione dei pazienti trapiantati immunocompromessi. Inoltre tale rischio può variare di

entità in relazioneall’età del ricevente.Tra i riceventi adulti, il rischio di morte in seguito a

infezione aumenta esponenzialmentecon l’aumentare dell’età, tale da esseresuperiorenei

pazienti conpiù di 65 annirispettoai pazienti conetà di circa 18-49 anni(Meier-KriescheHU et

al., Kidney Int 2001).Percontro,nel paziente pediatrico sembraesserciunacorrelazioneinversa

tra il rischio di contrarreun infezionee l’età del ricevente: quindi il paziente conetàinferiore a 5

anni presenta un rischio particolarmenteelevato (ParadaB et al., Transplantation Proceedings

2005). In generale è più difficile riconoscere l’infezione nel paziente trapiantato rispetto alle

persone che hanno un normale sistema immunitario, dal momento che i segni e i sintomi



13

dell’ infezione vengono attenuati dalla condizione immunologica. Lo spettro dei potenziali

patogeni si è allargato negli ultimi anni, e tal’une infezioni spessoprogredisconorapidamente.

Dunqueuna diagnosi specificae rapida è al momentoindispensabile al fine di controllare e

ridurre terapie immunosoppressiva non essenziali. In alcune circostanze sono richieste delle

analisi diagnosticheinvasive,comenel casodella biopsiarenale sull’organoprimadel trapianto

e duranteil follow-up post trapianto,in manieratale daidentificaretempestivamentela presenza

di patogeniopportunistici chepotrebberosfuggiread atri sistemi d’indagine.

Per quantoriguardain modoparticolarele infezioni virali, gli effetti chequeste causanonel rene

trapiantatopossonoessere“diretti” o “ indiretti”. Tale suddivisionepermette di distinguere cioè

gli effetti dati direttamentedaun’infezionevirale invasiva,conconseguentedannoalle cellule e

ai tessuti renali, dagli effetti causatiindirettamentedalla risposta immunitariaanti-infiammatoria,

ad esempio la produzionedi citochine,chemochineo fattori di crescita. Inoltre, l’ infezionevirale

nel pazientetrapiantatoin generepuòalterarel’espressionedegli antigeni di superficie, come gli

antigeni di istocompatibilità, determinandoil rigetto dell’organo trapiantatoo l’induzionedi una

sregolataproliferazionecellularee dunquefungere da fattoreoncogeno(Kotton CN et al, JASN

2005). Il modo con cui si manifestanole infezioni virali nel pazientetrapiantatodi renesono

abbastanzaatipiche. L’infezione causata dal poliomavirusBK (BKV) può manifestarsi come

rigetto acutodell’organotrapiantatoo con uno specifico quadroistologico riconducibilead una

nefropatia associata a BKV. E’ importante trovare una corretta diagnosi del tipo di virus

infettantein modo da selezionarela terapiaantivirale specifica, quandoesiste, o comunquein

modo da evitare inutili trattamentiantimicrobici. In ogni caso, il primo tentativo terapeuticoin

presenzadi infezione virale nel paziente trapiantato d’organo solido è ridurre la terapia

immunosoppressiva.Qualoradisponibili, si utilizzano farmaci antivirali e, sepresenti,si trattano

le confezioni(es.confezioni di più virus erpetici quali CMV, EBV, HHV6 o HHV7). È utile

inoltre l’impiegodi terapie adiuvanti,come immunoglobulineo immunoterapieadottive.

1.2.1. Epidemiologia delle infezioni nel paziente trapiantato.

Le infezioni che insorgononel pazienteche ha subito un trapianto di organosolido possono

esseresuddivise in più categorie, in parte sovrapponibili , come l’infezione trasmessadal

donatoreal ricevente,l’infezione insortanel ricevente,le infezioni nosocomiali equelleacquisite

in comunità.

• Le infezioni trasmesse dal donatore: il trapianto d’organodeterminadi per se la

possibilitàcheun qualsiasipatogenopresentenel donatorevengatrasmessoal ricevente.Questo

vale in particolar modo per le infezioni virali, dal momento che sono causate da parassiti

cellulari obbligati e quindi il trapiantodi tessuti viventi è l’unica via effettiva per la trasmissione
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di tali infezioni. Inoltre il microrganismopotrebbeessere presente nell’o rgano da trapiantaree

non essere individuato al momento dell’analisi pre-impianto, sia perché si trova in una

condizionedi latenzao perchél’indagine eseguita non ha permessodi osservarne la presenza a

causadell’impiegodi test inadeguatio perchénon è stato inclusotra i patogenida ricercare.In

questomodo patogeninuovi e sconosciuti potrebberoessereveicolati nel riceventeattraverso

l’organodonato. Inoltre, quandol’organo derivada un donatore deceduto,è possibilesupporre

che vi sia unacontaminazionenosocomiale o avvenutadurantela conservazione dell’organoa

anche che il donatoreavesse un’infezione acuta in corso non diagnosticata. Al momento, lo

studio del donatore per quanto riguarda le principali infezioni trasmissibili viene condotto

mediante la ricerca di anticorpi virus-specific i con test sierologici. Dal momento che la

sieroconversionepotrebbenon avveniredurantela faseacutadell’i nfezione, la sensibilitàdi tali

test sierologici non è del 100%, cosicchédelle infezioni attive restanocelate. Per migliorare

l’indagine microbiologicasull’organo del donatore andrebbero impiegatedelle metodichepiù

sensibili epiù rapide,comei testmolecolari.

• Le infezioni del ricevente: nel caso in cui vi siano delle infezioni attive nel

ricevente,questedevonoesserecurateprimadi effettuareil trapianto,dal momentochela terapia

immunosoppressivapost-trapiantoesacerberebbetale processoinfettivo. Quindi le infezioni che

colpiscono il paziente prima del trapianto e che possonoesseretrattate, o quantomeno

controllate,nonimpedisconoil trapianto.

• Le infezioni nosocomiali: durante il ricoveroin ospedalee in attesadel trapianto

di rene, i pazienti in attesadell’intervento chirurgico potrebbero contrarreuna delle comuni

infezioni nosocomiali. Tali infezioni sono però generalmente causate da batteri e più in

particolaredaceppiantibiotico-resistenti(es.Staphylococcus aureus meticillino-resistente).

• Le infezioni contratte in comunità: il paziente sottopostoa trapianto,a causadella

sua situazioneimmunitaria compromessa,è più facilmente bersaglio di patogeniche per il

soggettosanononsonoresponsabili di patologiegravi (es.HCMV).

1.2.2. Infezione virale primaria o riattivazione.

Molte infezioni virali si manifestanonel pazientetrapiantato di renein seguito a “riattivazione”

di un’infezione virale latentenell’ospite oppureproprio a livello dell’organo trapiantato.La

natura della latenzadell’infezionevirale è specifica per il tipo di virus e dipendedal tessuto

interessatoe dalla risposta immunitariadell’ospite.Durante lo stato di latenzail viruspuòessere

inattivo o in costante replicazionemaa bassilivelli (infezionepersistente) determinati dallo stato

immunitario dell’ospite. La riattivazione virale in seguito a trapianto di rene può essere

determinata da molteplici fattori, come la terapia immunosoppressiva, il rigetto o lesioni
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dell’ organotrapiantatoo per l’azione di citochine infiammatorie (Fishman JA et al., NEJM

1998). La latenzae la riattivazionevirale sonostate studiate in modo accuratonel casodegli

herpesvirus, che hannocomecaratteristica peculiare quella di rimanerein uno statolatentein

seguito all’i nfezioneprimaria. La latenzanei virus erpetici è caratterizzatadalla presenzadi bassi

livelli o addiritturadall’assenzadi antigeni virali, scarsatrascrizionedei geniper il ciclo litico e

l’espressione di trascritti virali associati alla latenza(Mi tchell BM et al., J Neurovirol 2003).Un

altro esempio è costituitodallapossibilità di riattivazionedel parvovirusB19 e del poliomavirus

BK nel paziente immunocompromesso, i quali sono noti anchecome patogenicon tropismo

renale comeverràmotivatopiù dettagliatamentenei successivi paragrafi (Bruggeman LA et al.,

Clin J Am SocNephrol2007).

1.2.3. Time corse dell’infezione virale nel paziente trapiantato di rene.

Il rischio di infezione post trapianto varia in funzione di una serie di fattori comprendenti

l’in tensità, la virulenza e il meccanismodell’esposizione virale, la natura del regime

immunosoppressivoe la presenza/assenzadi un’immunità antiviralepreesistente.I programmidi

immunosoppressione impiegati nel paziente trapiantato d’organo solido, quindi anche nel

paziente trapiantato di rene, sono variati notevolmente negli ultimi anni e l’utilizzo degli

inibitori della calcineurina, ciclosporina e tacrolimus, come pure gli steroidi alterano la

suscettibilità alle infezioni virali. Inoltre può essere definito nella dinamica dell’insorgenza

dell’ infezioneda B19, una sortadi pattern suddivisibile in fase precoce, intermediae tardiva

della comparsadi infezioni. Precocemente, cioè dopo qualche giorno dal trapianto, si

manifestanoparticolari infezioni causatedapatogeni opportunistici.

Nel medio periododopoil trapianto,cioèdopo1 mese- 6 mesi dal trapianto, gli episodifebbrili

sono spesso dovuti a rigetto d’organotrapiantato e da virus. Data la profilassianti herpesvirus

attuata da momento del trapianto, le infezioni da virus erpetici sono molto rare anchese è

possibileosservarne.Dopo il sestomese(fasetradiva) diminuiscela possibili tà che,il paziente

trapiantato d’organo solido, contraggal’infezione .in seguito anche alla modificazionedel

regime terapeutico antirigetto, che a questopunto non è più necessario. In generale però, i

pazienti che hanno avuto prima del trapianto, un’ infezione erpetica possonoavere una

riattivazione del virus dopo1- 2 mesidopoil trapianto. Le infezioni daHCMV, siaprimarie che

in seguito a riattivazione, tendonoa comparire dopo 1-4 mesi da quandoviene cessatala

profilassi. Al tre infezioni virali latenti, come ad esempio quelle causata da EBV e da VZV,

possonoriapparire ugualmentedopo 2-6 mesi dal trapianto. Inoltre circa metà dei casi di

nefropatie associate a BKV si manifestanonei primi 6 mesi di follow-up post trapianto,ma

l’altrametàèstataosservatain tempipiù lunghidal trapiantodi rene.
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1.3. Comuni infezioni virali nel paziente trapiantato di rene.

1.3.1. Virus erpetici e infezioni renali post trapianto.

I virus erpetici hanno ricevuto particolare attenzione nel monitoraggio delle infezioni post

trapiantodi renedal momentocheessihannoun potenziale ruolo nel rigetto e un ruolo definito

nelle causedi morbilità e mortalità del paziente trapiantato (Acott PD et al., TransplantProc

2004). Questivirus, costituiti da virioni muniti di envelopee un core contenenteil genomaa

dsDNA lineare,infettanoil nucleodella cellula ospite producendo progenie virale chepotrebbe

condurrea danni irreversibili nella cellula infettata. Inoltre, fatto ancora più interessanteai fini

del nostro studio, tali virus possonorestare in latenza, dopo un infezione primaria (spesso

asintomatica), e riattivarsi a seguitodi lunghi periodi di immunosoppressionecomeaccadenel

pazientetrapiantato.

È già nota la possibilità di trasmissionedi un’infezioneerpetica mediante trapiantoper i virus

HCMV, EBV, HHV6 e HHV8, i quali si riattivano in periodi specifici post-trapianto,sembrano

contribuireal rigetto e, in generale,esserefattori di rischiodi mobilità e moralitànei trapiantati

d’organo solido. Inoltre il loro ruolo immunomodulante può indurre un aumento

dell’ immunosoppressione, causandoun aumento dell’effetto della una terapia antirigetto e del

rischiodi coinfezioni (Cainelli F et al., LancetInfect Dis. 2002).

È importante quindi conoscere la combinazione degli stati sierologici di donatore-ricevente

(D/R) pervalutarea priori la possibilitàchequestivirus erpetici hannodi infettareil riceventee

per poterdefinire la migliore strategiapreventiva, ovvero seeffettuarela profilassi(checonsiste

nel sottoporre l’i ntera popolazione di pazienti a terapia), o in alternativa una terapia

presintomatica (preemptive therapy). Al momento tali strategie preventive vengono attuateper

l’inf ezione da HCMV, che può essere monitorata con test sensibili e quantitativi, come

l’antigenemiapp65e la DNAemia (Squiffler J et al., Journalof infectionsdisease2002; Kim C

et al., Transplantation 2003).

1.3.1.1. Infezioni da HCMV.

HCMV può essereconsideratoil patogenovirale per eccellenza per i pazienti trapiantati

data la relativa possibilitàdi generareeffetti diretti, a seguito di un infezioneinvasiva,e effetti

indiretti dovuti alla risposta immunitariaa seguito dell’infezione(Kotton C N et al., JASN 2005;

LjungmanP et al., J InfectDis 2002).
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Figura 2. Processodi attivazionedel HCMV ed effetti diretti e indiretti dell’i nfezione
daHCMV nel pazientetrapiantatodi organo solido (KottonCN et al. JASN2005).

Generalmentel’i nfezioneda HCMV non presentasintomatologia particolarenel pazientesano

mentrecausagravi patologienel feto e nel paziente immunocompromesso,entrambe situazioni

nelle quali il sistemaimmunitariononè del tutto funzionale(MocarskiESet al., Cell Microbiol

2004) e quindi permetteal virus di sfuggire ai meccanismi di clearence dell’ospite. L’infezione

dapartedi HCMV riducele difesedell’ospitepredisponendolo inoltrealla possibilitàdi infezioni

secondariecausatedafunghi (es.Candida, Aspergillus) edaltre infezioni batteriche.La profilassi

contro l’infezione da herpesvirus riduce il rischio di infezioni opportunistiche. Sempre

l’inf ezioneda HCMV contribuiscead aumentare il rischio di rigetto dell’organo trapiantato,di

disordini linfoproliferativi posttrapianto(post-transplant lymphoproliferative disorder-PTLD) e

alle confezioni da HHV6 e HHV7. Il meccanismoche controlla tali effetti è determinato dal

funzionamento delle cellule T e dalle sintesi e presentazione degli antigeni del complesso

maggioredi istocompatibilità.

L’i nfezione primaria da HCMV avviene quando nei riceventi sieronegativi vengono

impiantati organi di donatori sieropositivi con infezione latente, in cui si assistead una

successivariattivazionee ad una disseminazionesistemica dell’infezione solo dopo l’ impianto

dell’ organonel ricevente.Mentre la riattivazione del HCMV si può verificare nel ricevente

sieropositivo, quandoil virus si riattiva in seguito all’i mmunosoppressionepost-trapianto.

La prevenzionedell’infezionedaHCMV vienedefinita sulla basedel gruppodi rischioa

cui appartieneil riceventeda trattaree sulla basedel regime immunosoppressivoal quale è
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sottoposto. I riceventi conun elevatorischio di infezioneprimaria daHCMV (D+/R-) vengono

sottoposti a profilassiconvalganciclovir per i 3-6 mesi successivi al trapianto (TaberDJ et al.,

Transpl Infect Dis 2004). I pazienti a bassorischio (R+) possonoessereinvece monitorati

settimanalmente durante il follow-up post trapianto al fine di identificare e trattare

tempestivamentela malattia(preemptive therapy). È particolarmente importanterealizzareuna

buona prevenzionecontrole infezioni daHCMV al finedi ridurregli episodidi rigettoacuto,sia

precoci che tardivi, che interessanoil paziente trapiantato di rene (JohnGT., Transplantation

2004), anchesenon tutti gli studipresenti in letteraturaconcordanonel riconoscere la relazione

tra rigettoacuto e la patologiacausatadaHCMV (WaldmanWJ et al., Intervirology1999).

1.3.1.2. Infezioni da EBV.

Nel paziente trapiantato immunocompromesso, l’infezione primaria da EBV viene

identificataa seguito di unasintomatologiasimil-mononucleosica chesi presentageneralmente

con linfocitosi, con o senzalinfoadenopatia e con faringite. In taluni casi si possonoosservare

anchemeningite, epatitee pancreatite.Inoltre sonofrequenti casi di riattivazionedell’infezione

da EBV nel pazientetrapiantatoa causadi un’eccessiva immunosoppressione(Kotton C N et al.,

JASN 2005). Inoltre l’infezione da EBV ha un ruolo centrale nell’i nsorgenza dei disordini

linfoproliferativi post trapianto (post-transplant lymphoproliferative disease, PTLD), in

particolar modoa seguitodell’infezioneprimaria chesembraaumentarne il rischio fino a circa

70 volte (WalkerRC et al., Clin InfectDis 1995).

Nella maggior parte dei casi di PTLD, sono interessate le cellule B, dove EBV permanein

latenza,main alcuni casiderivanodadisordinidelle cellule T o delle cellule NK. I casidi PTLD

associati alle cellule T sono stati dimostrati nel 10-15% dei riceventi, soprattuttonel lungo

periodoposttrapianto:talemanifestazionepotrebbeessereconfusaconepisodidi rigettoacutoo

altri tipi di infezione virale. Inoltre il linfoma EBv-correlato rappresenta il 15% dei tumori che

colpisconoil pazientetrapiantato,e,perquanto riguardail paziente pediatrico, la percentualedei

casi raggiungeil 51%conun rischio di mortalità chevariadal 40- 60%.L’analisi sierolgicanon

è in gradodi diagnosticarecasidi infezioni acute da EBV né di PTLD nel pazientetrapiantato.

La valutazione del titolo virale mediante test quantitativi (EBV DNAemia) potrebbeinvece

esseredi particolare utilità per diagnosticare e trattare adeguatamente i pazienti con PTLD

(Baiocchi OC et al., Haematologica2004). Il tipo di trattamento clinico per i casi di PTLD

dipende dallo stadio della malattia:nella forma policlonale, anchequandocolpisceil paziente

pediatrico, è possibile ottenere la regressione della malattia riducendo il regime

immunosoppressivo. Una terapiaalternativa è rappresentatainoltre dall’i mmunoterapiaadottiva

util izzandocellule T stimolate(StraathofKC et al., Br J Haematol 2002).



19

1.3.1.3. Infezioni da HHV6 e HHV7.

Entrambi i virus erpetici HHV6 e HHV7 sonosempre più riconosciuti come possibili

patogeni responsabilidi infezioni nel paziente trapiantato immunocompromesso.L’infezione

causatada HHV6 e HHV7 è particolarmente comune nei bambini; inoltre circa il 90% degli

adulti sono sieropositivi per tali infezioni. Il ruolo di questi due herpesvirus nei riceventi

trapiantatidi organosolido nonèstatodefinito con esattezza.

• Per quantoriguardaHHV6, è generalmenteassociato a patologia caratterizzata da

febbre, rash,ed encefaliti ed epatiti nei casi più gravi. È certoche la possibilità

chequestovirus erpeticosiaassociatoalle patologiedel paziente trapiantatonasce

dalla consapevolezzachela suapossibilità di replicazioneè strettamenteassociata

al grado di immunosoppressione (DeborskaD et al., TransplantProc 2003).

Inoltre dati della letteratura,riferiscono che nel 100% dei pazienti che hanno

conseguitoinfezioneda HHV6 post-trapiantorenale e, cheerano naive per virus

al momento del trapianto,si è verificatala perdita dell’organotrapiantato(Wade

AW et al., TransplantationProceeding1998).

• Per quantoriguardaHHV7, pur essendoripetutamente riscontratoin bambinicon

sindromi febbrili acute,questo virus haun ruolo quasicompletamentesconosciuto

nella patologia umana.Per quantoconcerne le infezioni post trapianto d’organo

solido, sembrachel’HHV7 e il HCMV funganoreciprocamentedacofattori nella

progressioneversola malattiadaHCMV nei pazienti immunodepressi(Šebeková

K et al., Pediatric Transplantation2005).

La diagnosidi infezionedaHHV6 e HHV7 vieneeffettuatamediantetestmolecolari qualitativi e

quantitativi, con saggi di immunoistochimica sul tessutodell’organo trapiantato(es. a livello

della biopsia di follow-up) e/omediantecolturadelle cellule mononucleatedel sangueperiferico.

Nonostantela strettacollaborazionee omologia tra HHV7 e HCMV, la profilassi anti HCMV

che si effettuadi routine nel pazientetrapiantato di rene, sembra non averealcun effetto sulle

infezionideterminatedaHHV7 (BrennanDC et al., J InfectDis 2000).

1.3.1.4. Infezioni da HHV8.

HHV8 è un herpesvirus strettamenteassociato adEBV; identificato perla prima volta nel

1994 da lesioni di Sarcomadi Kaposi,è presente in modovariabile nelle diversepopolazionie

diversamente nell’adulto e nel bambino (Rimar D et al., Isr Med AssocJ. 2006;SinghN et al.,

Curr Opin Infect Dis. 1999).Inoltre tra le possibili vie di trasmissionedell’i nfezione daHHV8,

sembra esserci proprio il trapianto di organi solidi, tanto che la sieroconversioneavviene

comunementeal momentodel trapianto(Allen UD et al., Pediatr Transplant. 2002; Milliancourt

C et al., Transplantation2001).Il virus HHV8 è associato in particolar modocon il sarcomadi
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Kaposi (KS), ma anche con la malattia di Castelman: patologie frequenti nel paziente

immunocompromesso.Tra tutti i tumori derivati dal trapianto di organi solidi, il KS insorge

molto precocementea seguitodel trapianto. Inoltre le cellule progenitrici del KS possonoessere

trasmessedal donatoreal ricevente.Il trattamento prevede anchein questocasola riduzione

della terapia immunosoppressiva oltre alla chemioterapia e al foscarnet (Luppi M et al.,

Transplantation2002).

1.3.1.5. Infezioni da VZV.

Per quanto riguarda l’infezione causatada VZV, è generalmente di tipo secondario,

dovuta quindi alla riattivazionedi sequenzevirali gia presentinel renedel pazientepediatrico

trapiantato, ed è tra le infezioni erpetiche più problematiche dal momento che tende a

disseminarein circa1/3 degli affetti, causandoencefaliti e polmoniti (GourishankarS et al., Am.

J Transplant 2004). In Italia è previsto un protocollo di vaccinazione anti-VZV, oltre ad altre

vaccinazioni richieste, quali quelle per difterite, tetano, pertosse, poliomielite, haemofilus

influenzae, epatite B, morbillo, rosolia, parotite, alle quali vengonosottopostii bambini prima

del trapiantodi rene.

1.3.2. Poliomavirus e lesioni del rene trapiantato.

I poliomavirus sonovirus sprovvistidi envelope,conun genomadsDNA. In particolareduesono

i tipi di poliomavirus responsabilidi patologie nell’uomo: BKV e JCV. L’infezione determinata

da questi virus riguardaprevalentementeil bambino: a 10 anni la totalità dei bambinipossiede

anticorpi anti-BKV e il 70–90% hannoimmunità anti-JCV (ShahKV et al., J Infect Dis 1973;

Taguchi F et al., Microbiol Immunol 1982). L’infezione primaria da BKV e JCV si verif ica

dunquenella primainfanziae interessa generalmente il tratto respiratorio (Figura3). La maggior

parte di questeinfezioniprimariesonoasintomaticheed entrambi i poliomavirus possonorestare

in latenza: nel rene,nel casodel BKV e nei linfociti perquanto riguardaJCV. In presenzadi stati

di immunosoppressionesi può avere riattivazione del virus che causa dunque patologie

sintomatiche.
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Tra i due poliomavirus, BKV è di certo quello più associato all’i nsorgenza di lesioni del rene

trapiantato,infatti BKV è responsabiledel 50 % dei casidi nefri te interstiziale e stenosi uretrale

nei riceventi trapiantatidi rene.Inoltre la prognosiper le nefropatieBKV correlateè scarsadal

momentoche può causarela perdita del rene trapiantato nel 45% dei casi (HermanJ et al.,

PediatrTransplantation2004).

Figura 3. Dal libro Medical Microbiology, 5° edizione,
Murray,Rosenthal & Pfaller, MosbyInc., 2005,Fig. 52-8.

Figura 4 Ciclo di infezione e organi bersaglio dei vari
poliomavirusumani (FishmanYA et al., NEJM 2002)
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JCV è inveceresponsabiledi leucoencefalopatia multifocale progressiva (Figura 4) checolpisce

il paziente immunocompromesso, come il paziente con AIDS o il paziente trapiantato in

generale;è stato associatoinoltre a rari casidi nefropatia insortain seguito al trapiantodi rene

(RandhawaP et al., Transplantation2001).

Recentistudihannodimostratola presenza del poliomavirusSV40nel renedi pazientipediatrici,

ancheseil ruolo di questovirus nei nellapatologia umanarimaneancoradubbio(MilstoneA et

al., Transplantation 2004).

Nel 2007 è statoidentificato, in campioniclinici derivati dal tratto respiratorio, il terzo

poliomavirusumano, il virus KI (KIV ). La suaprevalenza nell’uomo, come pure il suo ruolo

patogeneticosono del tutto sconosciuti (Allander T et al., J Vi rol 2007). Successivamente,

semprenello stessoanno,è stato scopertoun quartopoliomavirus umano:si ritratta del virus

WU (WUV) (GaynorAM et al., PLoS Pathogens 2007).Entrambequesti nuovi poliomavirus

sono stati riscontrati in secrezioni respiratorie provenienti da pazienti pediatrici affetti da

patologie respiratorieacute.Anche se in diversi lavori recenti la presenzadi KIV e di WUV è

statarilevatanel 1-3% degli aspirati nasofaringei di bambini, non si conosce ancorail tropismo

esatto e la malattia associataa questinuovi poliomavirus, in quanto i pazienti nei quali erano

riscontratii viruspresentavanoconfezionidapartedi altri virusrespiratori (Norja P et al., J Clin

Virol 2007; Bialasiewicz S et al., J Clin Virol 2007).E’ ipotizzabile che,analogamentea BKV

e JCV, questi nuovi poliomavirus siano causa di malattia nel paziente immunocompromesso

(Viscidi RPet al., Science2008).

Figura 5. Filogenesidei vari poliomavirus,umani e non,comprendente anchei nuovi
poliomavirusKI PyV, WUPyV e Merkel cell PyV (Viscidi RP et al., Science2008).
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1.3.2.1. Nefropatie associate a BKV (PVAN) nel paziente trapiantato di rene.

La nefropatia associataa BKV (poyomavirus-associated nephropathy, PAVN) è

un’importantecausadi disfunzionedel renetrapiantato.La suapatogenesiè poconota,anchese

l’immunosoppressioneè un importantefattoredi rischio di riattivazionevirale. La maggiorparte

dei casi di PVAN compaiononei primi anni dopo il trapianto, e circa un quarto di questi

vengonodiagnosticatitroppotardi. La perdita del renetrapiantato in seguito a PVAN varia dal

10 al 80%dei casi,e dipende dal tipo di screeninge intervento attuato (HirschHH et al., NEJM

2002). La diagnosi di PVAN viene effettuata medianteesamecitologico delle urine al fine di

identificarela presenzadi decoy cells: tale indagine ha il 100%di sensibilità nel diagnosticare

infezionedaBKV (Figura6.B). Inoltre vengonoampiamenteutilizzatemetodichemolecolari per

determinarela presenzae la caricadi BKV DNA nel plasmae nelle urinedi pazientitrapiantati

di reneconsospetto di PVAN. Infatti, Hirsch et al. hadimostrato come nei pazienticonPVAN

il titolo virale nel plasma sonoè più elevato rispetto ai pazienti trapiantati chenon mostranola

patologia invasiva (Hirsch HH et al., NEJM 2002). La diagnosi definitiva di PVAN richiede

un’indagine istologica che identifichi le inclusioni intranucleari del poliomavirus nell’epitelio

tubularee/onelle celluleparietalidel glomerulo,spessoassociate a necrosidelle celluleepiteliali

(Figura6.A).

Figura 6. A. La freccia indica unatipica cellula tubulareinfettatadal poliomavirusBK;
B. Sonodecoy cells osservatecon microscopio a contrasto di fase.

1.3.3. Il Parvovirus B19 nel paziente trapiantato di rene.

Il parvovirus B19 è un comunepatogenoumanoed è diffuso ovunque.Studi epidemiologici,

condotti sui dati di sierologia,indicanoche circa l’85% degli adulti hanno avuto una passata

infezionedaparvovirusB19 (YoungN et al., NEJM 2004).Il parvovirusB19 è un membro della

famiglia dei Parvoviridaeappartenentealla famiglia degli Eritrovirus,cheindicacomeil virus si

replichi preferibilmenteed efficientemente nelle cellule progenitrici degli eritrociti. Esistonotre

distinti genotipodi parvovirusB19: il prototipo B19, il tipo A6 o LaLi-simile e il tipo V9-simile,

A B
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che mostranotra loro una divergenzagenotipica del 10% e una differenza di proteinedel 5%

(Ekman A et al., J Virol 2007). I virioni di B19 sono piccole particelle icosaedriche senza

envelope che contengono il DNA genomico a singola elica, che codifica per due proteine

capsidiche,la VP1 e la VP2, e una proteina non strutturale la NS1. La proteinavirale VP2

coadiuva il legametra il virus e la cellula ospite interagendocon il recettore cellulare, il

globoside, noto anche come antigeneP. Tale antigene è espressoabbondantementenegli

eritroblastimentreè espressoabassi livell i in un limitato numerodi tipi cellulari (Figura7).

Figura 7. Espressionedell’antigeneP nei progenitori eritroidi e
nelle cellulesuscettibili all’i nfezioneda B19.

La proteina viraleNS1 hainveceunafunzioneregolatorianei confronti del ciclo vitale del virus

ed è responsabile della citotossicità della cellula ospite e dell’apoptosi della cellula ospite

(Moffatt S et al., J Virol 1998).La proteina virale non strutturale NS1inducel’apoptosi nelle

cellule dellalineaeritroide(Moffatt S et al., J Vi rol 1998).Il primo casodi infezionedaB19 nel

riceventetrapiantato di reneè statodescritto nel 1986e daallora,numerosicasidi infezioni B19

correlatesonostati descrittiin questapopolazionedi pazienti immunocompromessi.Sulla basedi

un limitatonumerodi lavori, si è osservato chel’inc idenzadella viremia daB19 tra gli individui

immunocompromessi,trapiantatidi rene,comparedurante il primo annodal trapiantonel 0-12%

dei casi(Eid AJ et al., Clin Infect Dis 2006).La stima dell’incidenzadelle infezioni daB19 nella

popolazionedi pazientipediatricitrapiantati di reneè diffici le ed è stata riportatadi recentenel

lavoro di BarzonL et al. (BarzonL et al., JID 2009). Inoltre l’infezione da parvovirus B19 è

spessoaccompagnata dalla presenzadi altri virus, come ad esempio l’herpesvirus HCMV o

HHV6.

1.3.3.1. Patogenesi dell’infezione da parvovirus B19 e relativa risposta immunitaria.

L’i nfezione determinata dal parvovirus B19 nell’uomo può essre asintomatica o

sintomatica, in funzione dell’età, dello stato ematologico e immunologicodell’ospite.

L’ immunitàumoraleè dasempreconsideratala principale rispostacheconsentela clearancedel
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parvovirus B19 (Young N et al., NEJM 2004), anche se è sempre più riconoscita anche

l’importanzadella rispostacellularenei confronti dell’infezione virale daB19. In ogni modo,il

ripristino della condizioneematologiae la diminuzionedel titolo virale di B19 coincidonoconlo

sviluppo di anticorpi virus specifici diretti contro le proteine strutturali. Gli anticorpi IgM sono

rilevabili dopocirca 10-12 giorni dall’infezione e sonosucceduti dalla produzionedi anticorpi

IgG dopocirca 2-3 settimanedall’infezione primaria, e presumibilmentepersistonoper tutta la

vita dell’ospite e lo proteggonoda successiveinfezioni (Corcoran A et al., J Med Microbiol

2004). Dal punto di vista clinico , la manifestazione dell’i nfezione da parvovirus B19 nel

paziente immunocompromessodifferisce da quella osservabile in un paziente con un normale

sistema immunitario. Infatti, in assenza di un effettiva risposta umorale o cellulare, la

replicazione virale persisteper un lungo periodo portando così a viremie ricorrenti. È dunque

possibile che tale infezione virale nel paziente immunocompromessoabbia un decorso

fulminanteoppurecronico.

1.3.3.2. Trasmissione dell’infezione da parvovirus B19.

Il principale modo con cui l’infezione da parvovirus B19 viene trasmessanell’ospite

normaleè per via aereaattraversogoccioline di aerosol,mentreè meno definita la manieradi

trasmissione dell’infezionedaB19 nel riceventetrapiantato di rene. Come gia detto,il tempodi

comparsa dell’infezione da B19, dopo il trapianto di rene, varia da pochi mesi ad anni e tale

variabilità dipendeprincipalmentedai diversi modi con i quali l’infezionepuòesseretrasmessa.

Infatti, il paziente trapiantatopuò contrarre l’i nfezioneda B19 sia mediante l’organo stesso

oppure con delle trasfusionidi sangueo ancora in seguito a riattivazionedel virus. Il fatto che

tale infezione da parvoviruspossa esserecontratta in seguito al trapianto di organo solido è

dimostrato dalla comparsadella sintomatologia tipica alcuni giorni dopo il trapianto comepure

dalla presenzadel DNA di B19 nel sieroe nel tessutodel donatore(Murer L. et al., JASN 2000).

Mentresi conosconoi meccanismichecontrollanoeconsentonola riattivazionedi viruscomead

esempioil HCMV, si sa invecemolto pocosucome avvienela riattivazionedel parvovirusB19

ne sui meccanismi con i quali viene mantenuto lo stato di latenza. È inoltre possibileche si

verifichino episodidi ri-infezioneda B19 piuttosto che casidi riattivazionein seguito allo stato

di immunosopressioneacui èsottopostoil paziente trapiantato.

1.3.3.3. Manifestazioni cliniche dell’infezione da parvovirus B19.

Tra i pazientitrapiantatidi reneche manifestano unapersistenteanemia derivatadacause

sconosciute, l’i ncidenzadell’infezionedaB19 è descritta in circa23-44%dei casi(CavalloR et

al., J Clin Vi rol 2003).Semprenel paziente trapiantato di rene, sonostate descritte numerose

altre manifestazioni correlate all’infezione da B19. Ci sono pareri discordanti riguardo
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l’associazionetra B19 e le glomerulopatie, le disfunzioni e il rigetto nei pazienteche hanno

subito il trapiantodi rene (Ki CS et al., Clin Transplant 2005).Più precisamenteMoudgil et al.

riferiscedi casi di associazionetra glomerulopatie e presenzadi B19 nel renetrapiantato;tale

manifestazione patologicacompare 2 settimane dopo una crisi ipoplastica associataa B19

(Moudgil A et al., Kidney Int 2001). Inoltre casi di microangiopatia tromboticaassociataalla

presenzadel parvovirusB19 sonostati inoltre riportati in pazienti pediatrici trapiantati di rene

(Murer L et al., J Am SocNephrol2000).

Figura 8. Immaginecaratteristica di comeviene caratterizzataal
microscopiola micrangiopatia trombotica associata all’inf ezione da B19.

Infatti, Murer L et al. descrivono4 pazienti che hanno sviluppato anemia aplasticaassociataa

B19, circa 6-45 giorni dopo il trapianto di rene. In tutte le biopsie di rene dei pazienti

sopradescritti è stato rilevato il DNA di B19, e tutti questi riceventi successivamentesono

divenuti sieropositivi per le IgM contro B19. questi pazienti la disfunzione. Per spiegare un

simile dannoglomerulare,è statoproposta la possibilità chel’i nfezioneda B19 sia statadiretta

alle celluleendoteliali del rene.Inoltre la sensibili zzazionedell’endotelio glomerularecausatada

altre formedi lesione,ad esempioil rigetto acuto, potrebberoaverincrementatola suscettibilità

al dannorenaleindottodaB19.

1.3.3.4. Diagnosi e metodi di indagine dell’infezione da parvovirus B19.

Nell’ospite immunocompromessol’in fezione da B19 viene diagnosticata mediante

l’indagine sierologica degli anticorpi specifici diretti contro VP1 e VP2. La presenzadi IgM

specifiche per il B19 indicano generalmente un’infezione acuta, anchese in alcuni pazienti

l’inf ezione iniziale potrebbepersistere fino a 5 mesi o più. Data l’alterata funzionalità del

sistema immunitario del pazientetrapiantato, la produzione di anticorpi contro B19 potrebbe

essereinadeguata e dunquei test sierologici per la diagnosi di infezioni potrebbero essere

inadeguatiper lo studio dell’infezione da B19 nel paziente immunosoppresso.Dunque,per il
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paziente trapiantato occorreimpiegareuna tecnica diagnostica che permette di effettuareuna

diagnosidiretta dell’infezione da B19 comead esempiole metodichedi amplificazione degli

acidi nucleici virali (ad esempiola reazionea catenadella polimerasi, PCR,la nestedPCRe la

RT-PCR quantitativa, per la ricercadei trascritti virali). La PCR infatti è in grado di rilevare

bassi livelli di DNA di B19 nel siero,nei tessutipermolti mesisuccessivi all’inf ezioneprimaria

da B19, anche in presenzadi IgG contro B19. Inoltre, studi di sorveglianza dei pazienti

immunocompromessi hannodimostratoche il DNA virale può essereindividuatoanche senza

che l’individuo affettoabbiasegnio sintomi dell’infezione.Occorredire peròcheè ancora poco

precisatoqualesiail significato diagnostico della presenzadellaviremia.

La presenzadi più varianti genotipichedi B19 ha introdotto ulteriori problemi in merito alle

possibilitàdi farediagnosimolecolaredell’i nfezionedaB19; infatti i protocolli standard di PCR,

eseguiti con combinazioni di primersnon specifici , vannoad identificareil genotipo1 di B19

tralasciandoi genotipi2 e3, fornendocosìfalsi risultati negativi o incompleti. Infatti dall’analisi

retrospettivadi campioni di sieroeffettuatamediantePCRchepermette di identificare tutti e tra i

genotipi, è statoosservatochela viremiaassociataall’infezionedaB19 persisteanchein fasedi

trattamento,e che tale viremia non èra stata diagnosticata mediante il protocollo standarddi

indagine molecolare. Nonostanteci sianogià sufficienti dati cheassociano l’inf ezione da B19

all’aumentato rischio di disfunzioni renali successive al trapianto di rene,non c’è ancoraun

universale indicazionedi indagine/studiodi B19 nel renedel donatoree del riceventedurantele

valutazioni pre trapianto.Unamaggiorevigilanza nei confrontidi questotipo di infezionevirale

è richiestaper il pazientepediatrico,il quale potrebbenon esseremai stato espostoal virus, o

anche per le donne,che hannosubito precedentementealla gravidanza, un trapiantod’organo

solido: infatti è riconosciutoun rischiomaggioredi insorgenza di complicazioni a caricodel feto

nel momento in cui si hain infezioneattivao unariattivazionedaB19.

1.3.3.5. Terapia delle infezioni da parvovirus B19.

A tutt’oggi non sonodisponibili agenti antivirali specific i per la terapia dell’infezioneda

parvovirus B19 anchesesi attuanounaserie di strategie terapeutiche non specifiche impiegate

soprattutto per il trattamentodelle manifestazioni ematologiche nel paziente trapiantato.Più

precisamente vengono utilizzate come trattamenti opzionali dell’anemia che si manifesta

conseguentementeall’infezionedaB19:

- la riduzioneo l’interruzionetemporaneadella terapia immunosoppressiva;

- la modificazionedei tipi di farmaciimmunosoppressoriimpiegati (es. tacrolimusal posto

dellaciclosporina);

- somministrazioneintravedadi immunoglobulinee concomitanteriduzionedell’ immuno-

soppressione.



28



29

SCOPO DELLO STUDIO

Obiettivi del presentestudio sono:

A) valutarese le infezioni virali, sia sistemiche che intrarenali, sono fattori di rischio per lo

sviluppo di rigetti acuti e/o lesionicronichenel renetrapiantato in pazienti pediatrici. A tal fine,

è stata eseguita una valutazioneretrospettiva della prevalenzadelle sequenze virali in biopsie

renali effettuateserialmentenel follow-up post trapianto. La presenza di sequenzevirali è stata

correlata con i con la funzionalità renale e con la presenzadi lesioni istologiche nel rene

trapiantato.

B) valutare se la presenza di sequenzevirali in biopsiedel rene del donatore, nel liquido di

conservazionee nel liquido di lavaggio del reneda trapiantaresonopiù predittivi delle indagini

sierologichedel rischiodi trasmissionedi infezioni virali al ricevente.

C) indagarel’eventualepresenzadei nuovi poliomavirus WUpyV, KIPyV nel renetrapiantato.

Comei poliomavirus BK e JC,anchei nuovi poliomavirus potrebbero avere tropismorenaleed

essereresponsabili di patologienei pazientiimmunodepressi.
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CAPITOLO 2

MATERIALI E METODI

2.1. PAZIENTI

2.1.1. Casistica dei pazienti in esame.

Riceventi: I pazienti “riceventi” inclusi nello studiosonorappresentati da 69 bambini e

giovani adulti (età media 13 anni, range 2-27) dei quali 28 femmine (età media 12.5 anni,

range2-26) e 41 maschi(etàmedia 14 anni, range2-27), invece13 avevanomenodi 6 anni.

Inoltre 4 pazienti hannoricevuto il reneda famigliari viventi e 65 ricevonoil reneda donatore

deceduto.Tutti i pazientisonostati sottopostia trapiantodi renenel periodo 2000-2005pressola

Divisionedi Nefrologia Pediatricadell’ Ospedaledi Padovae per tutti è disponibileun periodo

di follow-up di almeno 2 anni in cui sonostatieffettuati controlli clinici e bioumoraliseriati a 1,

6, 12 e 24 mesi post trapianto per monitorare l’andamento clinico dei pazienti e valutare

l’eff icacia e la tollerabilità della terapia in relazione alla funzionalità renale (creatinina e/o

proteinuriadi > 20%).Durantei ricoveri previstia 6, 12,24 mesidal trapianto,oltre al momento

del trapianto, è statainoltre eseguita la biopsia renale con lo scopo di individuare eventuali

markerssia istologici cheimmunoistochimici di dannorenaleprogressivo.

Donatori: nello studio delle infezioni del donatoreche potrebberoesseretrasmesseal

ricevente,i pazienti “donatori” studiatisono74 (età media di 12 anni, range1-58) di questi14

avevanomeno di 6 anni, inoltre 17 erano femmine e 58 maschi. In tutti è stataeseguita al

momentodel trapianto la biopsia renale(biopsie baseline).

2.1.2. Regime immunosoppressivo.

Durante i primi 6 mesi post-trapianto, tutti i pazienti hanno ricevuto un regime terapeutico

immunosoppressivo comprendentebasilix imab, prednisone,in associazione con ciclosporina A

(24pazienti) oppuretacrolimus(45pazienti) più micofenolato mofetile. La terapia consteroidi è

statasospesadopo6 mesi dal trapiantodi renenei casi in cui vi eranoevidenzedi ricetto acuto

clinico o subclinico (Ferraresso M et al., Transplantation 2005; Montini G et al., 2005). Per

quanto concerne la profilassi post trapianto, tutti i pazienti hanno ricevuto un trattamento

antibiotico (cefalosporinedi secondao terza generazione) oltre ad una attentaprofilassi anti-

HCMV per 6 mesidopoil trapianto,sulla basedel seguentecriterio (Tabella 1): in presenza di
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donatore negativo (D-) e ricevente positivo (R+) veniva somministrato Acyclovir (40

mg/kg/die); nei casi di D+/R- si somministravainvecegancyclovir (50 mg/kg/die) unitamentea

immunoglobulinepervia endovenosa(100 mg/kg/doseper tre dosi). In presenzadi R+/D+ o di

R- constatusdel donatorenonnoto(D?)andavasomministratosologancyclovir (50mg/kg/die).

D/R Profilassi

D-/R- No profilassi

D-/R+ Acyclovir (40mg/kg/die)

D+/R+ o D?/R- Gancyclovir (50mg/kg/die)

D+/R- Gancyclovir (50mg/kg/die)+ Ig ev (100mg/kg/dose)

Tabella 1. Tipo di profilassianti-CMV utilizzata per i pazienti pediatrici trapiantatidi rene

Nonèstataeseguitaprofilassi antifungina.Le infezioni virali, sintomaticheo asintomatiche,

sonostatetrattatecomeriportatoin letteraturadel gruppodella Dr.ssaMurer cioèsecondoil

protocollo rappresentatonellafigura9 (Montini G et al., TransplInt 2005).

Figura 9. Protocollo clinico adottatonei pazienti pediatrici trapiantati di rene e
arruolati nel presentestudio(Montini et al. TransplInt 2005)

2.2. MATERIALI

2.2.1. Biopsie

Le biopsiesul rene del donatore(baseline) sonostate eseguite al momento del trapianto(“bench

surgery”) medianteun ago di 1.2 mm di diametro esterno che permetteva di ottenere un

campionedi tessuto di 0.9 x 20 mm; tali biopsie sono state congelate rapidamentein azoto

liquido quindi conservatea –80°C fino al momento dell’i ndaginemolecolare. Oltre ad essere
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impiegateperquesta partedello studiodelle sequenzevirali, le biopsiesonostateimpiegatenella

routinedella valutazioneistologicadel reneprimadell’impianto.

Le biopsie renali di follow-up sul ricevente sono state eseguite sotto guida ecografia e per

ciascunabiopsiasono stati conservati 2 campioni: uno per essere incluso in paraffina e l’altro

congelatoa–80°C.

Le biopsie di follow-up sono state eseguite al fine di effettuare l’analisi istologica e la

successivaclassificazionesecondoBanff 1997-Banff 05 (RacusenLC et al., Kidney Int 1999;

Solez K et al, Am J Transplant2007). Tutte le biopsiesonostate analizzate in doppiociecoe

sonostateconsiderateadeguateai fini della valutazioneistologicaquelle contenenti 7 glomeruli

e 1 arteria; quindi sono statedescrittee classificate secondo le seguenti categorie: Normale,

classe1 secondoBanff; Rigetto acuto, classe 3 (alterazioni borderline)e classe4 (rigetto acuto

T-mediato)secondoBanff e Lesioni croniche (tutte le lesioni croniche glomerulari,vascolari,

tubulari edinterstiziali elencatenellaclassificazionedi Banff).

2.2.2. Campioni di Sangue.

Per ogni istantedel follow-up (baseline, 6, 12, 24 mesi) in cui è stata effettuatala biopsiasono

stati raccolti e analizzatianchecampionidi sanguedel ricevente per le valutazioni molecolari

(DNAemia) e per lo studio sierologico effettuato pressol’UOC Microbiologia e Virologia

dell’ Azienda Ospedaliera di Padova. I relativi risultati sono stati raccolti ed analizzati nel

presentelavorodi tesi.

2.2.3. Campioni dell’ “unità rene” del donatore

- Biopsie: vedi 2.2.1.

- Soluzione di conservazione (PS): consiste nel liquido di raccolta, conservazione e

trasportodel renedopo l’espiantoe fino al momento dell’i mpianto. La sospensionesi

componedella soluzioneEuro-Collins, UW, oppureCelsior. Sonostati raccolti 50 ml di

questasoluzioneperogni rene/donatoree conservati a – 80°Cper l’indaginemolecolare

dellapresenzadel virus.

- Soluzione di lavaggio (WS): la soluzionedi Ringerlattatoè statautilizzatapereffettuare

il lavaggio del reneprima di procederecon l’impianto dell’organo nel ricevente.Tale

procedura di lavaggio è stata condottaincanulandol’arteria e la vena renale. 50 ml di

soluzionedi lavaggioè stataraccoltae conservata a –80°C per l’i ndaginemolecolare

dellapresenzadel virus.La soluzionedi lavaggiononeradisponibile in 8 casi.

Al fine di standardizzareil protocollo di processamento delle diverse soluzioni sono stati

recuperati200 µl di frazionecellularein seguito a centrifugazione a 3800rpm per 10 minuti di

50 ml di liquidi di lavaggioedai liquidi di trasporto (Figura10).
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Figura 10. Schemariassuntivodel processamento dei diversicampionidel donatoree
checostituiscono l’unità rene.

È possibile ipotizzare che i diversi tipi di campioni, tutti appartenenti al donatore, quali la

biopsia, il liquido di conservazionee il liquido di lavaggio, possanoesserediversamente

costituiti davariecomponenticellulari. In particolarela biopsia risulta,ovviamente,arricchitadi

cellule renali residenti,il liquido di conservazione contiene invececellule ematichecircolanti

oltre a cellule proprie del renee il liquido di lavaggio sarebbecostituito da cellule ematiche

comepuredacellule endotelialirilasciatedurante il processodi lavaggio (Figura11).

Resident kidney cells

Endothelial cells

Circulating blood cells
PS=WS>B

B>PS

B>WS

Figura 11. Le biopsie,i liquidi di conservazione e di lavaggiosono arricchiti di diversecomponenti
cellulari del renedel donatore.

UNITA’ RENE
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2.3. METODI

2.3.1. Determinazione delle sequenze genomiche virali mediante Real time PCR quantitativa.

Circa 100 ng di DNA estratto dai differenti campioni biologci in esame, biopsia (tessuto

congelatoe paraffinato),sangue e frazionecellulare derivata dai liquidi di conservazionee di

trasporto,sonostati analizzatiperla ricercadel DNA virale mediante lametodicadellaRealtime

PCR quantitativa. La sensibilità della ricerca di sequenze virali mediante Real time PCR

quantitativee di 10 copie genomicheper reazione (100 ng DNA) per tutti i virus. Sonostati

ritrovati valori di positività per DNA virale simili nei campioni congelati e nei paraffinati,

indicandoche, il tipo di matricee il protocollo di purificazione del DNA, non influiscono sui

risultati. Per lo più, l’identificazione dello stessoDNA virale è stata confermatain successivi

campionamenti temporalidello stessopaziente, a volte conservati in modo diverso (paraffinati

e/o congelati).

2.3.1.1. Estrazione del DNA dai campioni biologici:

Tutte le proceduredi estrazionedegli acidi nucleici sonostate condotte in doppio in modo da

confermare i risultati ottenuti. Per ogni diverso processodi purificazione è stato incluso un

campioned’acquache fungedacontrollonegativo di estrazionecheservea monitorareeventuali

contaminazioniderivate dal processodi stesso.Il DNA estratto è stato quantificato tramite

lettura spettrofotometrica alla lunghezza d’onda di 260 nm con lo strumento Nanodrop

Biophotometer(Eppendorf)che,impostato per il tipo di acido nucleico da misuraree per la sua

diluizione,consente di risalire direttamentealla concentrazione della soluzione in esame ed al

suo rapportoA260/A280, cheè indice del gradodi purezza.La quantità del DNA è stataanche

stimatamediante amplificazionecon real-timePCRquantitativa del geneBGL codificantela β-

globinaumana,il qualeè presentein ogni cellula in duecopie.

A) Purificazione del DNA dalle biopsie paraffinate e congelate.

a. Per le biopsie incluse in paraffina, è stata utilizzata una tecnica di

purificazionedi acidi nucleici chepermettessedi eliminarela paraffina senza

alterareil DNA. La metodicasi avvaledel kit di estrazionedi DNA datessuti

inclusi in paraffina EX-WAX™ (Chemicon© International Inc.). Per ogni

estrazionesono state impiegate 3-5 sezioni di tessuto paraffinato dello

spessoredi 3-4 µm. Le sezioni sonostatesminuzzateallo scopodi aumentare

la superficie di contatto con i reagenti necessariall’estrazione. Dopo un

passaggioin etanolo al 100%per eliminare la paraffina, il DNA è stato reso



36

accessibile per i passaggi successivi utili zzando proteinasi K; le nucleasi

citoplasmatiche sono state invece precipitate tramite “salting-out”. Nei

passaggisuccessivi il DNA è statoprecipitato, seccato e risospeso.La resadi

taleprotocollodi estrazioneèdi 250ngDNA (6 ng/ml).

b. Perle biopsie congelate la metodicadi purificazionedel DNA si è avvalsadel

kit di estrazioneQIAamp® DNA mini kit (QIAGEN GmbH), che fa uso di

colonnine con membranadi gel di silice. La quantità di DNA estratta dalle

biopsiecongelate2 µg DNA (10ng/ml).

B) Purificazione del DNA da sangue.

I protocolli di purificazionedi DNA virale da sanguevariano per i diversi virus. La

ricerca delle sequenzegenomiche virali di EBV è stata condotta su DNA purificato dalla

frazione linfocitaria pari a 1x107linfociti, la ricercadel genomadi HCMV è stata effettuataa

partire da DNA estrattodalla componente ematica mononucleare, 2x107monociti, mentre la

ricercadel DNA di BKV edi B19 èstatacondotta sul DNA totaleestratto da 200µl di campioni

di plasma comedescritto in dettaglionei lavori di Biasoloet al. 2003e Mengoli et al. 2004.In

ogni casole purificazioni del DNA totale (genomico e virale) sonostate effettuatecon il kit

QIAmp DNA blood kit e attraversola stazione di estrazione automatizzata (QIAGEN GmbH,

Hilden,Germany).

C) Purificazione di DNA dalle frazioni cellulari delle soluzioni di conservazione e di

lavaggio del rene del donatore.

Dopounainiziale valutazionein cui è stato rilevato chela presenza dei genomi virali era

superiore nella frazione cellulare ottenuta dalla centrifugazione delle soluzioni rispetto alle

soluzioni noncentrifugate,la ricercadei genomi virali a livello delle soluzioni di conservazione

e di lavaggioe stata effettuatasoltantoa partire daDNA estratto dalle frazioni cellulari di queste

soluzioni.Quindi, il DNA è statopurificato da200µl delle frazioni cellulari conil kit QIAamp®

DNA mini kit (QIAGEN GmbH). La quantità di DNA estratto è di circa 5 µg per le frazioni

cellulari ottenutedai liquidi di conservazione e circa 10 µg dalle frazioni cellulari dei liquidi di

lavaggio.

2.3.1.2. Real time PCR quantitativa per la ricerca del DNA virale.

La Real-time PCR,chepuò essereconsiderataun’ avanzamentodella metodica di PCR,

permettedi monitorarel’andamentodella reazionedi amplificazionedurante il suosvolgimento

mediantel’i mpiego di marcatori fluorescenti e di quantificare in modo relativo e assoluto la

quantitàdi materiale di partenza(Figura12). La dimostrazionedell’avvenuta amplificazionesi
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ha qualorala fluorescenzaemessadurante la reazionedi PCRsupera il valoresoglia (treashold),

ovvero il valore chedistingueun segnale significativo dal rumoredi fondo (calcolatoin genere

dai valori di fluorescenzaemessi dai campioni nell’int ervallo tra il 3° e il 15° ciclo di PCR). Il

ciclo di PCRal qualeil segnaledi fluorescenza del campionesuperail valore sogliaè definito

“ciclo soglia” (CT, treashold cycle). La quantificazionedel target, nel casospecificodel DNA

virale, può essereeseguitasia in modorelativo (basandosi,cioè,sul CT), sia in modoassoluto

(cioè sulla basedella curvastandard,ottenuta da diluizioni progressive di unaquantitànotadi

copiedel target,vedi preparazionedellacurvastandard).

Figura 12. A. Plot di ampli ficazioneottenuto comerisultato della fluorescenzaemessadurantela corsadella
reazionedi RealtimePCRe B. regressione linearedi unacurva standardimpiegatapereffettuareuna

quantificazione assolutadei campioni positivi.

Il CT correla fortementecon il numero di copie iniziali del target: infatti, rappresentandoil

valore di CT in funzione del logaritmo del numero di copie del target stesso,si ottiene una

relazionelinearecheva a definire la curvastandard. L’i ntensitàdella fluorescenzaaumentain

funzionedella concentrazionedello specifico amplifi cato su cui è disegnata la sonda.In questo

lavorodi tesisonostateutilizzatesondedi tipo TaqMan, che consistonoin oligonucleotididi

25-30 basi, disegnatiper essere complementari ad una sequenzadel genomavirale. Le sonde

presentanoall’estremità5’ un fluoroforo denominato reporter (es.FAM) ed all’estremità 3’ un

gruppo colorante denominatoquencher(es. TAMRA), in grado di mascherare l’emissione

luminosadel reporter. Nella fasedi elongazione della PCR,l’enzima Taq polimerasi rilascia il

reporter grazie alla suaattività 5’-3’ esonucleasica. In questo modoil fluoroforo in soluzionenon

subisce più l’ini bizione del quenchere può emettere fluorescenza. L’ut ilizzo delle sonde

TaqMan, al posto degli altri intercalanticomeil SYBR® Green, rendela tecnicadi Real-time

PCR un metodo più specifico per la determinazione di sequenze di DNA, in quanto alla

specificitàdatadai primersi aggiungequella data dallasonda.

Per determinarela concentrazionedi DNA target (genomavirale) presentenel campione,essoè

amplificato insieme alla curva standard.Il CT del campione ignoto è rapportatoalla curva

A B
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standard,dacui è possibile risalire al numerodi copieiniziali del target presentenei campioni in

esame.

Le sequenzedei primersensoed antisensoe le sondeTaqMan™ utilizzateper la ricercadi DNA

virale,sonoriportatenellaTabellaPrimers e Sonde .

La reazionedi RealtimePCRèstataeseguitasecondoil seguenteprotocollo:

in un volume finale di reazione di di 25 µl, sonostati utilizzati: 5µl del campione(circa

100ng di DNA estratto dai campioni),12.5 µl di 2x TaqMan™MasterMix (Applied

Biosystem), i due primer (10 µM ciascuno) e la sonda 0,4 µM. Le condizioni di

amplificazioneeranole seguenti: 2 min a50°Cperconsentire l’azionedell’enzimauracil-

N-glicosilasi(UNG) chehala funzionedi rimuoveregli uracili eventualmenteincorporati

nel doppioo singolo filamentodi DNA, prevenendo quindi la riamplificazionedi prodotti

di PCRprecedentementeamplificati; 10 min a 95 °C per attivare la polimerasi; 45 cicli

composti da una fasedi denaturazione(15 secondi a 95 °C) e una fasedi annealing-

estensione(1 min a60°C).

Le amplificazionisonostatecondottesuun termociclatoreABI-PRISM7900HTRealTime PCR

System(Applied Biosystems).La quantificazione del DNA virale è stata effettuatarispettoa

curve standard, costituite da diluizioni di plasmidi pGEM®-T Easy (Promega) (vedi

Preparazione della curva standard) nei quali erasubclonata la sequenza targetper la reazionedi

amplificazione.
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Tabella “ Primers e sonde” : combinazioni di primers esondeutilizzateper l’ identificazionedellesequenzevirali in Real timePCR.

Sequenzavirale GeneTarget Primers/Sonda Oligonucleotidesequence (5’–3’ ) Positione
Nucleotidica

GenBank
Accession

no.
Human Herpesviruses

HCMV
(Mengoli et al. J. Med.
Virol 2004) UL123 Forward TCATCCACACTAGGAGAGCAGACT 172304-172328 NC 001347

Reverse GCCAAGCGGCCTCTGAT 172423-172440
Probe ACTGGGCAAAGACCTTCATGCAGATCTC 172353-172380

EBV
(Biasolo et al. J Med Virol
2003) BLLF1 Forward TCAACCTCTTCCATGTCACTGAGA 78019-77996 NC 009334

Reverse TGGGTGAGCGGAGGTTAGTAA 77912-77932
Probe TCAGCCCCTCCACCAGTGACAATTC 77973-77949

HHV-6 DNA (I)
(Watzinger et al. J Clin
Microbiol 2004)

polymerase
gene Forward GAA GCA GCA ATC GCA ACA CA 57517–57536 NC 001664

Reverse ACA ACA TGT AAC TCG GTG TAC GGT 57568–57590
Probe AAC CCG TGC GCC GCT CCC 57544–57561

HHV-6 DNA (II)
(Collot et al. J Clin
Microbiol 2002) U22 Forward TCG AAA TAA GCA TTA ATA GGC ACA CT 35087-35112 X83413

Reverse CGG AGT TAA GGC ATT GGT TGA 35163-35183
Probe CCA AGC AGT TCC GTT TCT CTG AGC CA 35125-35150

HHV-7
(Watzinger et al. J Clin
Microbiol 2004)

Major capsid
protein Forward CCC AAC TAT TTA CAG TAG GGT TGG TG 84230–84255 U43400

Reverse TTT AGT TCC AGC ACT GCA ATC G 84332–84353
Probe CTA TTT TCG GTC TTT CCA ATG CAC GCA (AS) 84258–84284
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HHV-8
(Watzinger et al. J Clin
Microbiol 2004) ORFc 26 Forward GTG CTC GAA TCC AAC GGA TT 47308–47327 U75698

Reverse CGA TAT TTT GGA GTA GAT GTG GTA CAC 47392–47418
Probe TGT TCC CCA TGG TCG TGC C 47336–47354

HSV-1
(Watzinger et al. J Clin
Microbiol 2004) US 4 gene Forward TTC TCG TTC CTC ACT GCC TCC C 137279–301 NC 001806

Reverse GCA GGC ACA CGT AAC GCA CGC T 137423–445
Probe CGT CTG GAC CAA CCG CCA CAC AGG T (AS) 137379–404

HSV-2
(Watzinger et al. J Clin
Microbiol 2004)

Glycoprotein
D gene Forward CGC CAA ATA CGC CTT AGC A 99–117 AF021342

Reverse GAA GGT TCT TCC CGC GAA AT 150–169
Probe CTC GCT TAA GAT GGC CGA TCC CAA TC 123–148

VZV
(Watzinger et al. J Clin
Microbiol 2004) ORF 38 Forward AAG TTC CCC CCG TTC GC 69313–69329 X04370

Reverse TGG ACT TGA AGA TGA ACT TAA TGA AGC 69368–69394
Probe CCG CAA CAA CTG CAG TAT ATA TCG TCT CA 69336–69364

Polyomaviruses
BKV
(Leung et al. Blood 2001)

VP1 Forward AGT GGA TGG GCA GCC TAT GTA 2391-2412 AB301103
Reverse TCA TAT CTG GGT CCC CTG GA 2487-2466
Probe AGG TAG AAG AGG TTA GGG TGT TTG ATG

GCA CAG 2426-2458
JCV
(McNees et al. J Clin Virol
2005) TAg Forward TTC TTC ATG GCA AAA CAG GTC TT 4341-4353 AB127017

Reverse TTCCACCAGGATTCCCATTC 4377-4396
Probe CCACTTCTCATTAAATG 4358-4374
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SV40
(McNees et al. J Clin Virol
2005) Forward GAT GGC ATT TCT TCT GAG CAA A 4486-4507 AF316139

Reverse TTC CAC CAC TGC TCC CAT TC 4530-4550
Probe TTT CCT CAT TAA A 4513-4525

Parvovirus B19

PV-B19
Watzinger et al. J. Clin.
Microbiol 2004 ; VP2 Forward TGG CCC ATT TTC AAG GAA GT 3017–3036 Z68146

Reverse CTG AAG TCA TGC TTG GGT ATT TTT C 3067–3091
Probe CCG GAA GTT CCC GCT TAC AAC 3040–3062

PV-B19 genotype I
(modified from Liefeldt et
al. J Med Virol 2005) NS1 Forward TCC CTG GAA TTA ATG CAG ATG C 1892–1913 M13178

Reverse CAC TGC TGC TGA TAC TGG TGT CT 1972–1950
Probe ACC TCC AAA CCA CCC CAA TTG TCA CA 1925–1950

PV-B19 genotype II
(modified from Liefeldt et
al. J Med Virol 2005) NS1 Forward TCC CTG GAA TTA ATG CAG ATG C 1833–1854 AJ717293

Reverse CAC TGC TGC TGA CAC TGG TGT CT 1913–1891
Probe ACC TCC AAA CCGTCC CCA TTG TCGCA 1866–1891

PV-B19 genotype III
(modified from Liefeldt et
al. J Med Virol 2005) NS1 Forward TCC CTG GAA TTA ATG CAG ATG C 1784–1805 AX003421

Reverse CAC TGC TGC TGC TAC TGG TGT CT 1864–1842
Probe ATC TCC AAA CCA CCC CCA TTG TCC CA 1817–1842
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Preparazione curva standard

Per la costruzione della curva standardper la quantificazione assolutadei genomi virali

identificati è indispensabileaver a disposizione un elevato numerodi copie della sequenzadi

DNA di interesseper procedere,poi al sub-clonaggio in un plasmidedel tipo “TA -cloning”. È

per questo motivo chei prodotti dellePCRspecificheper le sequenze virali in esamesonostati

subclonati nel plasmidepGEM®-T Easy(Promega) (Figura13).

.

Figura 53. Rappresentazionedel plasmidedel tipo “TA-cloning “ pGEM® T Easy.

Il sistemaimpiega un vettoredisegnatoconunacodadi timidinein 3’ chepossonoappaiare con

la codapoly-A generatadalla Taq polimerasi nei prodotti di PCR. Il sito di multi clonaggio

(MCS) del pGEM®-T Easyè contenutoin unaregione checodifica per la proteinabatterica b-

galattosidasi, un enzima in grado di trasformare un prodotto come X-Gal in un metabolita

cromogeno:sesi ottienel’ inserzionedel prodotto di PCRsi produce unamutazioneinserzionale

nella cornicedi letturadel geneLac-Z. Dopola trasformazione,le coloniedelle cellulebatteriche

che hannointernalizzatoil plasmidecon l’i nserto nonsarannopiù in gradodi trascrivere il gene

LacZ e, se piastratein presenzadi X-Gal, cresceranno biancheo, nel casodi una espressione

residuadel gene,azzurre.Il vettorepossiededei siti di restrizioneunici checonsentonoil rilascio

dell’ inserto.

La ligazione del prodottodi PCRè stataeseguita comeindicatonel protocollo del kit pGEM®-T

Easy(Promega) utilizzandocirca 30 ng del prodotto di amplificazione per le diversesequenze

virale caratteristiche dei singolovirus ricercati. Di seguito, è stata eseguita una trasformazione

per shocktermico, incubando50 µl di cellule termocompetentiDH5α di E. coli e i 10 µl totali

del prodottodi ligazione.Sonostati piastrati 30 µl della trasformazionesu LB agaraddizionato

ad ampicil lina,antibiotico di selezione,alla concentrazionedi 100µl/ml e trattato conX-Gal .
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Le piastre sono stateincubatea 37̊ C per 16 ore e il giorno seguente si sono selezionatele

colonie bianche, inoculate per minipreparazioni in LB più ampicill ina (100 µl/ml) e lasciate

crescerea 37̊ C in agitazioneper poter estrarre con minipreparazione il DNA plasmidico.Per

verificare la presenza della sequenzavirale desiderataall’interno del plasmide è statacondotta

unareazionedi PCRa partiredadiluizioni di 103 e 106 del DNA ottenutedallaminipreparazione

ed è statacondotta la reazioneutilizzandogli stessiprimersper il genomavirale analizzato.Una

volta verificata la correttainserzione,il clone batterico corretto è stato inoculatoin terreno di

coltura LB addizionatoconampicillina100µl/ml e lasciato crescerea 37˚C in agitazioneper16

ore perestrazionedi DNA plasmidicocon il protocollo di midipreparazione,al fine di un DNA

plasmidico ricombinante ad una maggiore concentrazione e purezza. Determinata la

concentrazionedel DNA plasmidico estratto, sono state preparate le diluizioni della curva

standard:per la reazionedi real-time PCR sonostate utili zzate diluizioni scalarida 106 a 101

copie/ml di plasmide.

2.3.1.3. Ricerca delle sequenze genomiche dei nuovi poliomavirus.

A) Ricercadelle sequenzegenomichedel WU virus(WUV):

Il sistemaconcui sonostatericercatele sequenze virali per il poliomavirusWU, è basato

su un sistemadi quantificazioneassolutain real time PCR.Sonostati impiegati primerse sonda

riportati nel lavoro di Le B-M et al., (Emerging Infectious Diseases,Dec 2007) e di seguito

riportate,cheidentificanounaporzionedi 91bp,specificadella proteina VP1del virus.

WU-TAB02-Fw 5´- TGTTGCATCCATTTGTTACATTCAT-3´
WU-TAB03-Rw5́ - GAAAGAACTGTTAGACAAATATATAGGCCTTA-3´
WU-TAB04-probe5’-FAM_ATGTCAGCAAATTC-3´_GBNFQ

Comecontrollo positivo e comeplasmideda utili zzare nella costruzionedella curvastandard,è

stato impiegato AP-p003(Figura 14), gentilmente fornito dalla ProfessoressaAnne M Gaynor,

dell’ Università di Washington,checollaboraconil gruppodel Prof.David Wang, il qualehaper

primo identificato il WUV. Si trattadi un vettore per TA cloning pCR4.0(Invitrogen)in cui è

statasubclonatala sequenzadi DNA genomico del WUV, pari a 228bp,corrispondentead una

porzionedellaproteinaviraleVP1.
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Figura 14. A. Rappresentazionedella struttura genomica del poliomavirus WU. B. Sequenzadell’insertodi WU
(2056-4283) 2228bp clonataall’interno del pCR4.0(Invitrogen) impiegato comecontrollo positivo (AP-p003).

La quantificazioneassoluta è stata condotta confrontandola quantità ottenute nei campioni

positivi in esame, con quella delle diluizioni seriali della curva standardottenutamediante

l’amplificazionedella corrispondentesequenza di DNA genomico subclonata nel plasmideAP-

p003. Il numero di copie genomichevirali, presentinei campioni positivi , è stato calcolato

automaticamentepermezzodel software7900ABI PRISMSDSsoftware.
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Figura 15. Rappresentazionegraficadel plasmidepCR4.0utilizzato peril clonaggiodella
sequenzagenomica virale del WUV, AP-p003

WU PyV (Washington
(AP-p003)
tcctgtgcttaatgctggcatacttactacagggggtgtaggaggtattgctggtccccaactttatttttgggcagttgg
aggacagcccttggatgtgctaggacttgctcccactgaaaaatacaaggggcctgctcagtatactgtaaatcctaa
aaccaatggtactgtgcctcatgtttattccagttctgaaacacccagggcaagggtcactaatgaaaagtacagcatt
gaatcatgggtggcagaccctagccgcaatgataactgcagatactttggcagaatggttggaggggctgcaactc
caccagtggtgtcatttagtaataatagcacaattccactgttggatgaaaatggcattggcattctttgcttgcaaggta
gattgtacataacttgtgctgaccttttgggagttaacaaaaatagagtacatacagggctttccagattttttaggctac
actttagacaaagaagggttagaaacccatatactataaatttgctttataagcaggtgtttaataagccagctgatgac
attagtgggcaactgcaggttacagaggttactatgactgaagaaacagggcccttgcctcccacagtagagggaa
atgttggtgtacccacaaccagtaatttgtctcatttgcctgcaactgtaactttacaagccacaggcccaatactaaac
acacaaggataatgtaataaatgcagtttattaataaagcaattttaagcattgtgtttttcaagtatgttgcatccatttgtt
acattcatttgcatgtcagcaaattcagtaaggcctatatatttgtctaacagttctttccaatacacaactttagcttgt
atacatgggtgaaaatcactaacaggcctgcaccatattaacataattaaaatacacattccactttgtaaaactcttttta
ccattagttctggagttttatccagactttcttttaagtgtcttttgggtgtaaaaagtacagttttatgaaatctaggagcca
aagtagcagggactaaatattcattcattgttacaatacctggaggaaaaatttgtgaccttttatttaaatgttttttttcta
aattaactttaacacttccatctaaatagtctcttaaattatctaagttactcattccatttccagatggtaacagtttattatct
cctacttgaccttttacatcttcaaatactactgtaaattgatctattgcaactcctaactcaaagtttaatctatcagctgga
atattaatatttaaggcctttcctccacaaaggtcaagtaaagcagcagcaacagttgttttaccactgtttataggcccc
ttaaaaacccaatacctttttttaggtacattttcaactataacttttaggtacctgtatacaagctcatctattttaccatttag
gcctaaataccaggctacaccagccatatataataaaacatcttgctcacctttaatagttttatccattttgtccagtatttt
ttcaaatcttctagctaataaatcttctctggacatatttaaactatctacccttctttttgcaataaccacatcaatagcctgt
tgacacacatttttttgacttttactgtctgaaaatagtaaagcatttttttgatgttccatatgaagtctattatgagttgcatc
ttcattactattgcatttttcacactcttctaccttaatagatagttgtaaatataatccaagtaataagtacacatcatcaatt
cctaattctaaagcaaattctgacaaagccttccaatttaattgatctttaaactccccatataaatcctcagctttaaaatc
attttcttttaagccaccaggaatattttcttcacataaagtaaatggatctctagtcattctactatataaaccatatgcatt
attaacacctttacaaaataaaaagctaatagtacagtatcccttacaaaagttattaacagcactaactctatgtctaaa
aggtgttaaaataaacacaagtgcagtattataataagaatgtctacttgcaaaattacatttaaacttacttaaaagttttt
tatatagggtttctgccttttctttggtggtatgtattacaaatgcagttaaagttctattactaaatacagcttgagacaca

A
B
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B) Ricercadelle sequenzegenomichedel KI virus (KIV):

Il metodo con cui sonostatericercatele sequenzevirali per il poliomavirusKI, è basato

su un sistemadi quantificazioneassoluta in real time PCR.Sonostati impiegati primersriportati

nel lavorodi BialasiewiczS et al., (Journalof Clinical Vi rology, 2007)e di seguito riportati, e la

sondan°53 del sistemaUPL Roche che identificano una porzionedi 114 bp, specifica della

regioneregolatoriadel genomavirale.

KI_Fw: 5’ -GAATGCATTGGCATTCGTGA-3’
KI_Rw: 5’ -GCTGCAATAAGTTTAGATTAGTTGGTGC-3’
KI_probe_UPL: 5’-CTCTGCCA-3’

Il controllo positivo, pGEM-KIPyVP1-2 (5396 bp), è stato gentilmente fornito dal

Professor Tobias Allander, della Karolinska University Hospital, il quale ha per primo

identificato il KIV. Si tratta della sequenzadi DNA genomico del KIV corrispondente a più

porzioni delle proteineVP1, VP2 e VP3 subclonatenel sistema del vettore per TA cloning

pGEM-T EasyVector (Promega).La quantificazioneassoluta è statacondotta confrontandola

quantitàottenutenei campionipositivi in esame, con quella delle diluizioni seriali della curva

standardottenutamediantel’amplificazionedel plasmidecontrollo positivo pGEM-KIPyVP1-2.

Il numero di copie genomiche virali, presenti nei campioni positivi, è stato calcolato

automaticamentepermezzodel software7900ABI PRISMSDSsoftware

2.3.2. Tipizzazione virale dei campioni positivi per il parvovirus B19.

Al fine di identificareulteriori campioni positivi per le sequenzegenomiche di B10 che

potevanoesseresfuggiti all’indaginecondotta con l sistema specifico per il genotipoI del virus,

tutti i DNA purificati dai diversicampionibiologici eperi diversitempidel follow-up,sonostati

sottoposti adun diverso protocollodi real time PCRcheutilizzaprimers specifici per tutti e tre i

genotipi di B19 (vedi Tabella primers e sonde) e successivamente sequenziati al fine di

confermare il genotipo virale identificato mediante sequenziamento automatico, basatosul

metododi Sangero sequenziamentoa terminedi catena.

2.3.2.1. Protocollo di sequenziamento automatico.

Prima di esseresottoposti a sequenziamento,gli amplificati devono esserepurificati e

liberati da dNTPs non incorporatie da eventuali dimeri di primer. Sonostate impiegatea tale

scopo le colonnineMicrocon 100 (Micon®). E’ stata stimata la quantità di prodotto di PCR

ottenuto medianteelettroforesisu gel di agarosioal 2% di 5 µl dell’amplificato purificato, in

parallelo all’appropriato marker di peso molecolare (DNA Molecular Weight Marker VI II,
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Roche). Circa 100 femtomoli di amplificato sono state impiegate per la reazione di

sequenziamento, eseguitain un volume finale di 10 µl e contenente, oltre all’amplificato, Big

Dye Terminator 1 µl (Applied Biosystems);Buffer 5x 1.5 µl; uno dei primer 1 µM, senso o

antisenso,e acqua fino a volume finale). La miscela di Big Dye Terminator contieneDNA

polimerasi, deossiribonucleotidi e dideossiribonucleosidi marcati con fluorocromi nelle

proporzioni adeguate.Le condizionidi reazione per attuare il sequenziamento consistonoin 32

cicli composti da tre fasi: denaturazionea 96°C per 10 secondi, appaiamento a 50°C per 5

secondi, estensionea 60°C per 4 minuti. Prima di sottoporre i campioni alla lettura al

sequenziatoreautomatico,i prodottidi estensionedevonoesserepurificati dall’eccessodi primer

e nucleotidi non incorporati. La purificazioneè stata eseguita mediante precipitazionecon 1/10

di volumedi sodioacetato3M (pH 5.5) e 2 volumi di etanolo96%,seguita daun lavaggio con

etanolo70%.Il DNA è statoquindi risospesoin 15µl di formamidee sottoposto a denaturazione

a 96 °C per 2 minuti. L’elettroforesi di sequenzaè stata effettuata in sequenziatore capillare

automatico ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) e l’analisi dei risultati è stata eseguita

impiegando il programmadi analisi dellasequenzaChromas(Technelysium).

2.3.3. Valutazione dei trascritti virali di B19 nelle biopsie di rene.

A) Estrazione di RNA totale.

L’ RNA totale è stato estrattoda 10 biopsiedi tessuto renale mediante l’uti lizzo di colonnead

alta affinità costituite daun gel di silice, RNeasyMini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)

e successivamentetrattatoDNaseI (DNA-free, Ambion) secondole indicazioni del prodottoal

finedi eliminareeventualitraccedi DNA genomicocontaminante.Infine,l’RNA èstatoeluito in

30 µl di acquaaddizionatacon dietilpirocarbonato (DEPC),un inibitore delle RNAsi cellulari.

L’ RNA totale, dopo essere stato quantificato mediante lettura della densità ottica allo

spettrofotometro(NanoDrop ND-1000)e valutato qualitativamenteperesserecerti chenonfosse

stato degradato nella fasedi estrazione(RNA 6000 Nano LabChip® Ki t e 2100 Bioanalyzer;

Agilent), èstatoconservatoa -80°C.

B) Retrotrascrizione dell’RNA totale.

Semprelo stessoquantitativodi RNA totale, circa 200ng/biopsia, sonostati retrotrascritti

in cDNA in un volume finale di reazione di 30 µl utilizzando la trascrittasi inversa (RT)

SuperScript II (Invitrogen,Live technologies)seguendoil protocollo indicato dal prodotto. Il

cDNA ottenuto dallaretrotrascrizioneèstato sottopostoaRT-PCRReal-Time.



48

C) RT- PCR Real time.

3 µl del prodotto di RT sono stati impiegati per ricercarei trascritti virali del B19: in

particolari sonostateeffettuateRT-PCRreal time per la ricercadei genistrutturali tardivi VP1e

VP2 utilizzando la combinazionedei primers H6/7 e H6+ e H6- comeriportato nella figura 16.

Tale sequenzenucleotidichesonosituatein porzioninoncontiguedel genomavirale in mododa

amplificarepreferenzialmentele diverse formedi splicingdei suddettitrascritti (Bonvicini et al.

Virology 2006).

Figure 16. Mappa rapesentante I trascritti virali di B19. Nella mappavengonoindicati: le sequenze di RNA, le
giunzioni di splicing, I prodotti proteici risultanti NS1, VP-1, VP-2, e 11 kDa oltre alla posizionedei primersH6+/6-
e H6+/7- utilizzati nell’analisi di RT-PCRper lo studio dei trascritti virali.

Mentre per l’ analisidel genevirale non strutturale NS1, sonostati utili zzati i primersPV-B19

genotipo I oppure II mostrati nella tabella Primerse Sonde.Nel dettaglio, 3 µl di cDNA sono

stati mescolati con 12.5 µl di una Mastermix Universale per “Taq-Man” 2X (Applied

Biosystems),conciascunprimer specificosensoe antisenso10µM ciascuno(Invitrogen)econla

sonda fluorogenicaspecifica5 µM (Invitrogen), quindi il volume finale di reazione è stato

portatoa25µl medianteaggiuntadi acqua.

Le reazioni di amplificazione sono stateeffettuate nell’apposito termociclatore (ABI PRISM

7700; AppliedBiosystems) secondoil seguenteprofilo termico:

50°Cper2 minuti, 95°Cper10 minuti, seguiti da

45cicli costituiti da15secondia95°Ced1 minutoa60°C.
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I vari prodotti delle razioni di RT-PCR Real time sono stati valutati nelle loro lunghezze

mediante corsa elettroforetica su chip specifici per DNA (2100 Bioanalyzer, Agilent

Technologies).

A causadella possibile variabilitàassociataalla fasedi estrazionedell’RNA dalle cellule,

è stata eseguita una reazionedi RT-PCRRealtime per il genehousekeeping dellagliceraldeide-

3-fosfatodeidrogenasi umano(hGAPDH) cheè espressoin modocostitutivo nell’ambitodi uno

stessotipo cellulare.

Tutti i prodotti di RT-PCR positivi sono stati confermati in qualità di trascritti virali del

parvovirusB19 anchemediantesequenziamento automatico (Vedi paragrafo 2.3.3.1.).

2.3.4. Analisi dello stato sierologico del donatore e del ricevente (D/R).

È stata studiata la condizione sierologica del donatore e del rispettivo ricevente (D/R) al

momentodel trapiantoe per i vari momentidel follow-up clinico relativa ai virusHCMV, EBV,

B19. Tutte le indagini sierologichesonostate effettuate secondoi protocolli impiegatipressol’

UOC MicrobiologiaeVirologiadell’AziendaOspedalieradi Padova.

In particolare gli anticorpi IgM e IgG contro HCMV sono stati studiati con il kit ELISA

commerciale (enzyme-linked immunosorbentassay)EnzygnostCMV (DadeBehring); la ricerca

degli anticorpianti-EBV-VCA e delle IgG contro EBV-EA, EBV-VCA, e EBV-EBNA è stata

condottamedianteil kit ELISA della ditta DiaSorinSpA. La sierologia per il parvovirus B19,

IgM e IgG, èstatastudiataattraverso il kit EIA commercialedelladitta Biotrin.

2.3.5. Valutazione clinica della funzionalità renale.

Per ogni tempoin cui e stataeffettuata la biopsiadel rene prima e dopo il trapiantosonostati

raccolti anche i dati relativi a dei test che permettono di valutare la funzionalità renale. Più

precisamente sono statevalutateretrospettivamente i valori di clearence della creatinina e la

proteinuria.

Perclearence (depurazione)dellacretinina s’intendesi intendela quantitàdi sangueche

viene depurata da tale sostanzanell’unità di tempo (1 minuto), per opera del rene. Di

conseguenza, per determinarela clearancedella creatinina è necessarioeseguire una raccolta

delle urinenelle 24 ore,valutandopoi la creatininuria(concentrazionedi creatinina nelle urine)e

lacreatininemia (concentrazionedi creatininanel plasma). I dati raccolti sonostativalutaticonla

formuladi Swartz.
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Mentre per proteinuria è la presenzadi proteinenell’urina comerisultato della scarsa

funzionalità dell’apparato di filtrazione del rene stessoche non è più in grado di trattenerle,

consentendonela perditanelleurine.Laproteinuriavienerivelatadaun esamedelleurine.

2.3.6. Analisi statistica dei dati.

I dati sono espressicome media ± deviazione standard,oppurecome mediana e range. Le

variabili continue con una normaledistribuzione sonostate analizzatecon il test del t-student

mentre i dati conunadistribuzionenonnormale sonostati analizzati con il Wilkoxon rank-sum

test.Le variabili categorichesonostateanalizzate conil testChi quadrato.Il rischiocumulativo

di infezione virale o di comparsadi lesioninel renetrapiantato è stata stimata con il metododi

Kaplan-Meier e confrontato tra i vari gruppi con test log-rank. E’ stata eseguita analisi

univariatae multivariatamedianteregressionedi Cox (o modello dei rischi proporzionali) per

valutare le variabili associatecon il rischio di comparsadi lesioni nel renetrapiantato. Tutti i

confronti statistici sonostati condotticon testa duecode,ed è stato considerato statisticamente

significativounvaloredi P inferiorea0.05.
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CAPITOLO 3

RISULTATI

3.1. Ricerca delle sequenze virali nelle biopsie del rene del donatore.

La ricerca del DNA virale nelle biopsie del rene del donatorepermette sia di conoscere la

prevalenza delle sequenze genomichevirali nel rene sano di individui giovani, come viene

consideratoil renedel donatore,sia di valutare il potenziale rischio di trasmissionedell’infezione

virale dal donatore al ricevente.Il DNA estratto dalle biopsie del rene del donatoreè stato

util izzato per identificare la presenzadi sequenzegenomiche degli herpesvirus HCMV, EBV,

HHV6, HHV7, HHV8, HSV1 e HSV2, e VZV, dei poliomavirus BKV, JCV e del parvovirus

B19mediante real-time PCRquantitativa.

Figura 67. Identificazionedei genomi virali nelle 69 biopsiedi renedi donatori

In generaleil DNA virale è stato ritrovatonel 46%delle biopsiedi renedel donatoreed in circa

la metà dei casi, si trattava di confezione da almeno due diversi virus. La prevalenza del

parvovirus B19 insiemeall’herpersvirusHHV6 erano le più elevate: il parvovirus B19 era

presentenel 35% dei reni del donatore e il DNA di HHV6 nel 25%. Questiduevirus, oltre ad

esserei più prevalenti, si presentavanospessocome sequenze virali confettanti il rene del

donatore. Gli altri virus ricercati sonorisultati raramentepresentinel renedel donatore,come

B19, 8 (14%)HHV6, 5 (10%)

negativo
32 (54%)

B19+BKV
3 (6%)

B19+HHV6
8 (14%)

B19+HHV6+
HHV7, 1 (2%)

CCooiinnffeezziioonnii
1122 ((2222%%))
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HHV7, riscontrato nel 2% dei casi, e BKV, presente nel 5% delle biopsie, oppure del tutto

assenti, come HCMV o EBV (Tabella 1). Inoltre il DNA virale è stato ritrovato più

frequentementenei donatoricon etàsuperiorea 6 anni rispetto ai donatoripiù giovani (56% vs

9%; P<0.05 ). Tutte le biopsierenalidel donatoremostravanounquadro istologiconormale.

3.2. Identificazione di sequenze virali intrarenali, rischio di rigetto renale
acuto o cronico e funzione renale durante il follow-up.

Secondoil protocollo di follow-up, sonostati eseguiti controlli a 6, 12, e 24 mesidal trapianto.I

controlli comprendevano valutazioneclinica, biopsiadel renetrapiantato per esameistologico,

esami ematochimici per valutare la funzione renale (proteinuria, clearance della creatinina),

monitoraggio delle infezioni virali mediantetestmolecolari ed indaginisierologiche.La biopsia

viene eseguita per poter stimare la situazione istologica del rene trapiantato secondo le

indicazioni della classificazionedi Banff. In questo modoè possibile osservarela comparsadi

rigetti acuti, che presentanoavvolte un quadro subclinico, e a valutare la comparsa di lesioni

cronichedel rene trapiantato.

Considerandol’insiemedei risultati dell’indaginevirologica condottasu tutte le biopsieper tutti

i momentidel follow-up, sequenzedi DNA sonostate riscontrate nel 70% dei casi,e nel 25%

delle biopsiepositive si trattavadi confezione virale. Le sequenzegenomiche dei virus B19,

HHV-6, EBV e BKV eranoriscontratepiù frequentemente rispetto agli altri virus.In particolare,

la prevalenzadi EBV e BKV nellebiopsierenali aumentavacon l’avanzaredel follow-up post-

trapianto(Tabella1 e Figura17).

Biopsie di follow-up
6 mesi

(n = 69)
12 mesi
(n = 64)

24 mesi
(n = 45)

Q.S. virus 65% 69% 73%
Coinfezioni 26% 21% 27%
HCMV 3% 0 0
EBV 11% 12% 20%
HHV-6 25% 22% 23%
HHV-7 5% 3% 5%
HHV-8 2% 2% 2%
HSV-1 0 0 0 
HSV-2 0 0 0 
VZV 0 0 0
BKV 17% 24% 20%
JCV 2% 2% 2%
B19 31% 33% 32%

Tabella 2 Identifi cazione dei genomi virali nelle biopsiedei pazienti trapiantati di rene.
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Le sequenzegenomichevirali di HCMV, HHV-7, HHV-8 eJCVsonostate ritrovatein unabassa

percentualedi casi, mentre i virus HSV-1, HSV-2, e VZV non sono mai stati identificati

(Tabella1).

Mesi dopo il trapianto

G

C D

E F

A B

G
Mesi dopo il trapianto

Mesi dopo il trapianto

Figura 17. Prevalenza e incidenzacumulative
di riscontro di DNA virale nelle biopsie del
rene trapiantato eseguiteduranteil follow-up.
L’incidenza cumulativa è stata calcolata
medianteanalisi dellecurvedi Kaplan-Meyer.
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I campionirisultati positivi perla ricercadi parvovirusB19sonostati genotipizzatimediantereal

time PCR con primerse sonde specificheper i genotipi I, II, III. Le sequenze nucleotidichedei

relativi primerse sondeimpiegatesonostati pubblicati da Liefeldt et al. J Med Virol 2005e da

noi modificate per migliorarne la sensibilità (vedi Tabella “primers e sonde”). Lo studio di

genotipizzazionehadimostratola presenzadi B19 di genotipo 1 in tutti i casi, eccettoun casoin

cui il riceventemostrava un positività per il genotipo 2 di B19, confermato in due tempi

successividel follow-up.

Dal momentoche la ricercadelle sequenze genomiche virali è stata condottamediate

real-time PCR quantitativa, è possibile definire anche il numero di copie genomichevirali

presentiin ciascuncampionepositivo. Infatti è stato calcolato chenelle biopsiepositiveper la

presenzadi DNA virale di BKV, HHV-6 e B19 il numero medio di copiegenomichevirali era7

copie/1000cellule, fino adun massimodi 3000copie/cellula nel casodel poliomavirusBKV, di

25 copie/cellula per B19 e di 140 copie/cellula per HHV6. Per quanto riguarda EBV, il titolo

virale, semprecalcolato mediantereal-time PCR quantitativa, risulta piuttostobasso:in media

0.2 copiedi DNA virale/1.000cellule.

Dall’indagine istologica condottasu tutte le biopsieeffettuate secondoil protocollo di

follow-up, è stato osservatoche già a 6 mesi dal trapianto in circa il 37% delle biopsie era

osservata la presenzadi lesioni di diverso tipo e grado. La prevalenzae il rischio cumulativo

della presenzadi lesionicronicheè risultato aumentareconil passaredel tempo dopoil trapianto

e circail 70%dei pazientitrapiantatimostravanocambiamenti riconducibili a patologiecroniche

del renenell’arcodei 24 masi post-trapianto(Tabella2 eFigura18).

Tabella 3. Dati relativi all’analisi istologica delle biopsiebaseline e di follow-up.

Per quantoconcerne la prevalenzadei casi di rigetto acuto invecerisultano diminuire con il

passaredel tempodal momentodel trapianto(Tabella 2 eFigura18).
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Figura 18. Incidenzacumulativedi lesioniistologichenelle biopsie del renetrapiantato eseguitedurante il follow-
up. L’incidenzacumulativa è statacalcolata mediante analisi delle curvedi Kaplan-Meyer.

Analizzando le possibili associazioni tra la presenza delle sequenzegenomiche virali a livello

delle biopsie renali di follow-up e il corrispondentequadro istologico è stato possibile

concludereche la presenzadi un qualsiasi DNA virale è più frequentein quelle biopsieche

mostrano lesioni croniche rispetto a quelle che invece hanno un’istologia normale o

caratteristichedi rigettoacuto(rispettivamente79.4%vs 61.4%vs 56.6%),anche sela differenza

non risultavaesserestatisticamentesignificativa. Non è stata invece osservata un’associazione

significativa tra titolo virale e presenzao gravità delle lesioni del renetrapiantato rilevate con

l’indagineistologica.

Inoltre, la valutazioneistologicadelle9 biopsieeffettuateascopodiagnostico, hamostratola

presenzadi:

- 4 casidi rigetto acutomediatodacelluleT, unodei quali risultavapositivo peril DNA di

HHV6;

- 1 casodi rigetto acutoanticorpomediatoC4dpositivo associato allapresenzadel DNA

del parvovirusB19;

- 2 casidi nefropatiaassociataall’infezionedaBKV;

- 1 casodi microangiopatiatromboticaassociataalla presenzadel parvovirusB19e

positivo peril DNA virale;

- 1 casoconistologianormale.

Nei 2 casi di nefropatiaassociataal poliomavirus BKV, il DNA virale è stato identificatoper la

prima volta nella biopsiadiagnostica,mentre in tutti gli altri casi in cui le biopsiediagnostiche

sono risultate positive per la presenzadi DNA virale, i virus erano gia presentinelle precedenti

biopsiedi follow-up.

Mesi dopo il trapianto
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Dall’analisi dei dati relativi alla proteinuriae alla clearance della creatinina durantei vari tempi

del follow-up è emersoche la funzionalità renale è rimastastabile nel medio e lungo periodo

posttrapiantoin quasitutti i pazienti(Tabella 3).

Tabella 4. Dati relativi alla valutazionedelle funzionalità renali durante il protocollodi follow-up.

L’ analisi delle possibili correlazioni tra la presenza di sequenzegenomiche virali nel rene

trapiantatoe i risultati dei testdi funzionalità renale effettuati nello stessomomentodel follow-

up ha permessodi osservarechesolo nel casodel parvovirusB19 i pazienti conbiopsiepositive

per il DNA virale avevano livelli di proteinuria significativamente più elevati rispettoai pazienti

che avevanobiopsienegativeper il virus (rispettivamente 0.219± 0.352g/L vs 0.103± 0.166

g/L, P < 0.05).

3.3. Persistenza del DNA virale nelle biopsie di follow-up e rischio di

sviluppare lesioni nel rene trapiantato.

Nel ricercarela presenzadel DNA virale intra-renale dopo il trapianto, è statovalutatoanche

quante volte il dato positivo veniva confermato nei vari tempi del follow-up dello stesso

paziente,considerandola presenzadel virus esserepersistente nel casoin cui almenoduebiopsie

consecutive del protocollodi follow-up risultavano positive per la presenzadello stessovirus. Il

razionale di questotipo di indaginenascedal fatto che abbiamo ipotizzato che la persistenza

virale possaessere coinvoltanellacomparsadi un danno,siadi tipo acuto checronico,a carico

del rene trapiantato. Infatti la lesionecomparsa in seguito alla persistente presenzadel virus

nell’ organo trapiantato potrebbeesseredovuta sia ad un’azione diretta da parte di qualche

proteinavirale (proteinedi latenzao proteine strutturali del virus) oppureessere suscitatadalla

rispostaimmunitariacostantementestimolatadalla presenzadel virus.
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In seguitoaquestotipo di indagineèemersochei virus generalmentepersistononellesuccessive

biopsie di follow-up. Questoè particolarmentevero per il parvovirus B19 e per HHV6, i quali

persistononel rene del riceventerispettivamente nel 85%e nel 71%dei casi in cui era positivala

biopsiedel donatore. AncheEBV e BKV, la cui presenzanel rene trapiantato si osservavadopo

in trapianto, persistevanonel 71% e nel 68% dei casi, rispettivamente. In due pazientiè stata

osservatala persistenzaintrarenaledell’infezionedaHHV-7 eJCV.

Confrontandoi casi in cui le biopsiedi follow-up mostravano persistenza dell’infezionevirale

con quellechenonla mostravano,i pazienticonpersistenzavirale intrarenalehanno:

- una clearencedella creatininaminore (valore medio 56.82 ±20.27 vs 65.41 ± 17.55

ml/min/1.73m2 a 12 mesidopoil trapianto)cheperònon è statisticamente significativa

(P = 0.07);

- livelli di proteinuria più elevati (valori medi 0.158± 0.238g/L vs 0.035± 0.052a 12

mesidopoil trapianto),conunadifferenzatra i duegruppistatisticamentesignificativa (P

<0.01).

Se si considerala persistenzaintrarenaledei singoli virus, i pazienti con infezioni persistenti da

B19 avevano un più elevatolivello di proteinuria rispetto ai pazienti in cui noneradimostratala

persistenzadel DNA del parvovirusB19; i rispettivi valori medi di proteinuria nei duegruppidi

pazienti sono i seguenti: 0.317 ± 0.342 g/L vs 0.119 ± 0.09 g/L a 12 mesi dal trapianto,la

differenzarisulta statisticamentesignificativa (P<0.05).Per verificarel’i potesichela persistenza

virale intrarenalepossaesserecoinvoltanell’insorgenzadelle lesioni nel renedopoil trapianto,è

statacondotta eseguita analisidelle curvedi Kaplan-Meier e il test log-rank, cheha dimostrato

che la persistenzadell’infezionevirale è associata allo sviluppodi lesioni croniche(hazard ratio,

1.87; CI 95%,1.19-3.43;P<0.01).Considerando l’analisi condottaper la persistenzadei singoli

virus, nel caso del parvovirus B19, la persistenza del DNA virale nelle biopsie era

significativamenteassociataallo sviluppodi lesioni cronichenel renetrapiantato (hazard ratio,

1.71;CI 95%, 1.31- 3.60;P<0.05;figure19).

Figura 19. Rappresentazionedell’analisi con curve di Kaplan-
Meyerchedimostrano l’associazionetra persistenza intrarenale
del DNA di B19 e rischi di svilupparelesioni croniche del
trapianto(log-rank, P =0.03).
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I risultati relativi all’associazionetra la persistenza di B19 e quadro istologico dellebiopsiepost-

trapianto sono stati confermati medianteanalisi multivariata con la regressione di COX (o

modello dei rischi proporzionali) (Tabella 4). Il quadroistologico osservato nella biopsiecon

lesionecronica associataalla persistenzadi B19 era caratterizzato dall’aumentodella matrice

(mm123), spessoaccompagnatoda sclerosi dei glomeruli e atrofia glomerulare (ct1, ct2), e

fibrosi interstiziale (ci1, ci2) e oltre ad un ispessimento dell’i ntima delle arterie (cv1, cv2)

(Figura20).

Il tipo di regime immunosopressivo impiegato nel trattamento post trapianto di renenon era

associatoconla presenzadi DNA virale intrarenale tanto menoconla persistenzadell’infezione,

con i vari tipi di dannorenale,néconla funzionalità renale.

Hazard ratio for
acute rejection

(95% CI)
P

Hazard ratio for
chronic allograft

injury
(95% CI)

P

Identificazione di genomi virali persistenti nel rene trapiantato
Q.S. virus 1.43(0.46-4.42) 0.53 1.87(1.19-3.43) 0.02*

EBV 2.85(0.77-10.58) 0.11 0.98 (0.35-2.72) 0.96

HHV-6 1.10(0.24-5.14) 0.89 1.08 (0.44-2.62) 0.83

BKV 0.59(0.22-4.82) 0.97 1.44(0.57-3.62) 0.29

B19 1.68(0.60-4.71) 0.32 1.71(1.31- 3.60) 0.04*

Tabella 4 Associazionetra l’ infezione virale persistente ed il rischio di svilupparelesioni acute e/o croniche del
renetrapiantato duranteil periodo di follow-up in 69 pazienti pediatrici trapiantati di rene(*P<0.05).

Figura 20. Lesioni istologichecronichedel trapianto di rene(Banff ’97-’05): lesioniglomerulari(A), lesioni tubo-
intrestiziali (B), e lesionivascolari (C).

A B C
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3.4. Ruolo del parvovirus B19 nell’infezione renale post trapianto: infezione
persistente o litica?

Dalla precedentesessionedei risultati è emersoil significativo ruolo patogeneticodell’infezione

da parvovirus B19 nella comparsadi lesioni nel renedel pazientepediatrico dopoil trapianto.Va

comunquedefinito setale virus può essereconsideratoil diretto responsabile dell’infezione del

rene: è per questo che è importante studiarne gli eventuali meccanismi patogenetici che

potrebbero spiegarel’associazione tra le principali infezioni virali e il conseguente lesione

cronica nel rene trapiantato. A tal proposito, per valutare stato del parvovirus B19 nel rene

trapiantato, è statavalutatal’ espressione dei trascritti virali nelle biopsierenali di 10 pazienti

positivi per il DNA di B19. Nei pazientisieronegativiper B19 al momento del trapianto,che

avevano ricevuto un organoB19 positivo, i quali hanno presentato un’infezione primaria con

DNAemia, è stata dimostratal’ espressionedei geni litici virali, codificanti le proteine strutturali

tardive (VP1, VP2) (figura 13 del capitolo 2 ). Nei riceventisieropositivi non è statadimostrata

inveceespressioneintrarenaledei geni litici di B19, mentre la mancanzadi siti di splicing nel

trascritto del gene precoceNS1 non consente di determinanecon sicurezza l’espressione.

Mancanoinoltre nel commercioanticorpi per lo studio dell’ espressione della proteina NS1. I

dati ottenuti ci permettonoquindi di ipotizzarechele lesioni renali possanoesseredeterminate

dalla replicazione virale persistente come dimostrato dalla DNAemia prolungata e

dall’espressionedei geni litici nel renetrapiantato.E’ ipotizzabile cheanchela proteinavirale

NS1 sia espressae cheeserciti dannorenaleper la suaattivi tà pro-apoptotica (Moffatt et al.; J

Virol 1998). I risultati dell’analisidi espressionein RT-PCR sonoesemplificati nella figura 21,e

presentanoun esempiodi infezionelitica di B19 dimostrataallo studio della biopsiadel paziente

#1 (linee 2, 4, 5, 6): in questo paziente infatti è stato possibile rilevare sia la presenzadei

trascritti virali per i geni litici (linea 4 e 5) che per i geni non strutturali (linea 6). Mentre la

valutazionedei trascritti virali presenti nella biopsiadel paziente#2 ci permettonodi evidenziare

l’espressionedella sola proteina virale non strutturale, NS1, (linee 3, 7, 8, 9) che

giustificherebbe la presenza di un virus persistente e/o in fase latente, ma non è esclusa la

possibilità di amplif icazione di DNA genomico virale presentecomecontaminante nell’RNA

purificatodai campionibioptici.
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Successivamentel’identità dei prodotti di RT-PCRè stata confermata mediante sequenziamento

automaticoe la sequenza nucleotidica ottenutaè stata ricercata in BLAST (Figura 22 e 23) e

confermata come sequenza appartenenteal parvovirus B19 e alle relative sequenzegeniche

virali.

Figura 21. Risultato della valutazionedei trascritti virali
con la metodica dell’R T-PCR e in seguito alla corsa
elettroforetica dei relativi prodotti sullo strumento2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies). Linee 1: peso
molecolare per DNA fornito dal Kit di analisi
elettroforetica; Linee2 e 3: risultati della reazione di RT-
PCR per il gene housekeeping GAPDH; Linee 4 e 7:
prodotti dell’RT-PCR ottenuta con la combinazione di
primers HR6, che mostra 2 prodotti di amplificazione di
148 and 268 bp (base pairs, bp), corrispondenti alle
varianti di splicing dei geni litici codificanti VP1, VP2, e
la proteinadi 11 kDa; Linee 5 e 8: prodotti dell’ RT-PCR
ottenuta con la combinazionedei primersH6+/7-, mostra
gli amplificati di 325 e 181 bp, corrispondenti alle varianti
di splicing del gene litico codificanteper la proteina di 11
kDa; Linee 6 e 9: prodotti di RT-PCR di 74 bp, ottenuti
dall’amplificazione del geneviraleper la proteina NS1.

Figura 22. Analisi di sequenza degli ampliconi ottenuti dalla reazionedi RT-PCRcon la combinazionedei
primersHR6. Nell’elettroferogramma(pannello in alto) sonomostrati, con degli asterischi,i siti di splicing.
Mentre nell’all ineamentoin BLAST (pannello in basso)si può osservareche i siti di splicing cadonoa
livello dei nucleotidi 406-1910 (first splice acceptor(**)) e a livello della posizione2030 (secondsplice
acceptor(*) ). rispetto alla mappadi trascrizione.
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3.5. Identificazione delle sequenze virali intra-renali ed infezioni virali
sistemiche.

Per ogni tempo del follow-up in cui sonostateeseguitele biopsie, sonostati effettuati anchetest

di valutazionedellaquantitàdi DNA virale evidenziabile nei leucociti del sangueperiferico o nel

plasma,ovvero è stataanalizzatala DNAemia virale comeindice di possibili infezioni virali

sistemiche in atto. E’ statainoltre correlata la DNAemia virale con la presenzadelle sequenze

genomichevirali intra-renali.

EBV: Durantei 24 mesidi follow-up,34 pazienti hannoavuto episodidi DNAemia asintomatica

da EBV: in 15 casisi trattavadi infezioneprimaria daEBV e 19 casidi riattivazionedel virus. In

3 pazientisi sonoverificati casidi DNAemia sintomatica daEBV: in tutti e tre i casi si trattava

di un’ infezione primaria. La presenza delle sequenze genomiche di EBV nelle biopsierenali,

dimostrate in 15 casi, erano sempre associate con DNAemia positiva ed erano più

frequentemente osservate in situazioni di infezioneprimaria (in 11 pazienti) che nei casi di

riattivazionedell’infezionenei riceventi sieropositivi perEBV (4 pazienti).

Figura 23. Analisi di sequenza degli
ampliconi ottenuti dalla reazionedi RT-PCR
con la combinazione dei primers HR7.
L’elettroferogramma del filamento senso,
mostratanel pannello in alto, ha i siti di
splicing indicati con un asterisco. Lo
slipicing (*) cadenella posizione2183-4704
della mappadei trascritti.
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HCMV : Perquanto riguardala DNAemia di HCMV, è stata osservatain 2 riceventiin forma

sintomatica (un casodi infezioneprimaria e un casodi riattivazionevirale) e in 14 pazienti in

forma asintomatica.Tutti i casi di DNAemia associata alla presenzaintrarenale del DNA di

HCMV sonostati rilevati nei primi 6 mesiposttrapianto(Figura24). I 2 casidi biopsiepositive

per il DNA di HCMV eranoanchepositivi per la DNAemia virale, mentre tutti i casi di biopsie

negative per le sequenze genomichedel HCMV mostravanonel contempo anche DNAemia

negativa.

BKV: In 8 pazienti è statadimostrata la presenzadi BKV-DNAemia, 6 dei quali presentavano

un’infezioneasintomaticamentregli altri 2 riceventi presentavanoDNAemia ad elevatotitolo e

nefropatia da BKV. Questi ultimi due pazienti hanno inoltre dimostrato insufficienza renale

acuta a 10 e 15 mesi dal trapianto, rispettivamante.Inoltre, in entrambi questi riceventi, che

hannopoi sviluppatolesioni cronichedel rene,anchela biopsia renaledel donatoree le biopsie

di follow-up sono risultate positive per la presenzadel BKV-DNA. Più in generale, tutti i

pazienti chehannopresentatoBKV-DNAemia avevanoanche le biopsie effettuate nello stesso

tempo del follow-up positiveper il BKV-DNA, mentre il 30%dei casidi biopsiepositive per il

genomaviralenonpresentavanocorrispondenteDNAemia positiva.

Parvovirus B19: Episodi di B19-DNAemia sono stati osservati duranteinfezioni primarie in 9

riceventi sieronegativi per B19, 7 dei quali hannosuccessivamentepresentato persistenzadella

B19-DNAemia duranteil follow-up. In questi 7 casi la carica intrarenale di B19-DNA era

elevata e il quadroistologicodimostravarigettoacuto,seguito poi dagravi lesionicroniche.In 2

di questi pazienti la DNAemia era sintomatica: in un caso si è verifi cato un episodio di

disfunzione acutadel rene trapiantatocon diagnosi istologica di microangiopatia trombotica

(Murer L. et al., JASN2000)e nell’altro caso,si è trattato di un rigettoacuto C4d-positivo, con

Figura 24. Curva di Kaplan-Meyer che
dimostra l’associazionetra episodi di HCMV-
DNAemiae rischio di rigettoacuto(log-rank, P
= 0.006).



63

presenza di febbre, rush e anemiaiporigenerativa nei primi mesi post-trapianto.Dall’analisi

retrospettiva delle biopsiedel renedel donatore e delle biopsie di follow-up è stato possibile

dimostrarela presenzadi B19-DNA in tutti i campioni. In 5 pazienti sieronegativi per B19, che

hanno ricevuto un rene positivo per B19-DNA, non è stato rilevata DNAemia e tutti questi

pazientisonorimasti sieronegatividurante il follow-up nonostante il DNA virale fossepresente

in maniera persistentenelle successivebiopsie di follow-up. Il DNA di B19 era identificato in

manierapersistentenel renetrapiantatoanchein pazienti sieropositivi cheavevanoricevuto un

rene positivo per il DNA di B19, sebbenequesti riceventi non mostrassero B19-DNAemia

durante le successivevalutazioniin corsodi follow-up.

Complessivamente,i risultati dell’analisi della presenzadel DNA virale intrarenale e dei

corrispettivi dati di DNAemia indicano cheEBV e HCMV, qualora rintracciati a livello renale,

possanoin realtà derivare dalle cellule circolanti del sangue periferico in corso di infezione

sistemicao riattivazionevirale,mentreBKV e parvovirus B19 sembranoaveretropismorenale

dovesembranoesserein gradodi persistere,anche in assenzadi attiva replicazione.

E’ stataeseguitaanalisiunivariatae multivariatamediantela regressionedi Cox pervalutarese

la DNAemia (sia sintomaticache asintomatica) era un fattore di rischio per il rigetto renale

acuto e cronico. I risultati di questaanalisi hannodimostrato cheepisodi di HCMV-DNAemia

eranofattori di rischio significativo per lo sviluppo di rigetto acutodel rene trapiantato, mentre

gli episodi di B19-DNAemia si manifestavano più frequentemente,anchese in modo non

statisticamentesignificativo, nei pazientichein seguito hannosviluppatorigetto cronico del rene

trapiantato(Tabella5).

Hazard ratio for
acute rejection

(95% CI)
P

Hazard ratio for
chronic allograft

injury
(95% CI)

P

Infezione virale sistemica con DNAemia

Q.S. virus 0.85 (0.09-8.22) 0.89 1.34 (0.35-5.11) 0.67

EBV 1.65 (0.64-4.27) 0.29 0.59 (0.31-1.15) 0.12

HCMV 3.41 (1.03-11.28) 0.04* 1.22 (0.46-3-22) 0.67

BKV 0.49 (0.06-3.73) 0.48 0.61 (0.21-1-73) 0.35

B19 2.56 (0.79-8.21) 0.11 1.94 (0.91-4.15) 0.08

Tabella 5. Associazione tra l’infezione virale sistemica, al momento della biopsia di follow-up, e il rischio di
svilupparelesioni del renetrapiantato duranteil periododi follow-up in 69 pazientipediatrici trapiantatidi rene. ( i
dati sonoespressi comemedia± deviazionestandard oppuremedianae range.
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3.6. Approfondimento dell’indagine virologica del rene del donatore.

Il donatore di organo solido può rappresentare il principale veicolo di infezione virale del

ricevente e quindi di insuccesso del trapianto a seguito di un rigettoe di un danno associato alla

trasmissione del virus (FishmanJA et al., N Engl J Med 2007). La questione assume un

particolare significato nel pazientepediatrico dove si ha un sistema immunitario naive per

numeroseinfezionivirali, chesonola principalecausadi ospedalizzazionenei bambini. Inoltre,

in questi pazienti, la comparsa delle infezioni virali avvienegeneralmentemolto precocemente

dopo il trapianto(2-4 settimanepost-trapianto) e, in molti casi, sono dovutealla trasmissionedel

virus contenutonell’organo trapiantatodoveil virus può essere in latenzao in unaprecoce fase

di infezioneprimaria non ancoraidentificata(Fishman JA et al., N Engl J Med 2007). Dunque,

migliorarela riuscitadel trapiantoaumentandola sorveglianzadelle possibili infezioni trasmesse

dal donatore è sicuramenteuno degli aspetti presi in considerazionenegli ultimi meeting sulla

tematica dei trapiantidi organosolido (es. il workshopdel giugno2005‘‘Preventing Organ and

Tissue Allograft-Transmitted Infection: Priorities for Public Health Intervention’’ avvenuto

negli US. Infatti lo screening dell’organo da trapiantaredovrebbeprevedereuna revisione

dell’epidemiologia delle infezioni emergenti e un’aggiornata applicazionedelle tecnologie di

laboratorio, in aggiuntaalle indagini sierologiche già in uso, che consentano di migliorare

l’indaginecondotta a li vello dell’organoda impiantareprevedendocosì i potenziali rischi di

dannodell’organotrapiantato (FishmanJA et al., AmericanJournalof Transplantation2007).

Inoltre va precisatoche la presenzadel virus nell’organo del donatore dipende anche dal

tropismodel virus in questione,chepuò essereper un determinato tessuto o per un particolare

tipo di cellule,oltre chedall’ abilità del virus di definire unacondizionedi latenzao di infezione

persistente.Tra questi virus, quelli chemaggiormentedeterminanoil rischiodi vita o di dannoa

carico del rene trapiantato, sono HCMV, EBV, BKV e, come abbiamo dimostrato nella

precedentesessionedei risultati, ancheil parvovirusB19 (BarzonL et al., JID 2009). A tal fine

abbiamo deciso di approfondirel’indagine virologica condotta sulle biopsie del donatore,

aggiungendo la valutazionedella presenzadelle sequenzegenomichevirali per i suddetti virus

anchea livello dei liquidi di conservazioneo trasporto e i liquidi di lavaggiodel reneprimache

questo vengaimpiantatonel ricevente.

Non vi sonostudi in letteratura che rivelino il valore diagnostico della ricercadelle sequenze

virali nei liquidi di conservazione degli organi prima dell’i mpianto: nonostante sia possibile

ipotizzare che i diversi tipi di campioni, tutti appartenenti al donatore, possanoessere

diversamente costituiti da varie frazioni cellulari. In particolarela biopsiarisulta, ovviamente,

arricchita di cellule renali residenti,il liquido di conservazionecontieneinvececellule ematiche

circolanti oltre a cellule proprie del renee il liquido di lavaggiosarebbecostituito da cellule

ematichecomepureda cellule endotelialirilasciate durante il processo di lavaggio.Va inoltre
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sottolineatoche la biopsiaè in ogni casouna procedura diagnostica invasiva, che non viene

generalmenteeseguitanei normali protocolli in Italia e chenon sempreè possibile effettuare,al

contrario le due soluzioni, di conservazione e di lavaggio, sono sempre disponibili o

potenzialmentereperibili.

L’identificazione delle sequenze virali nelle biopsie e/o nelle soluzioni di conservazione e di

lavaggio potrebbe essere inoltre più predittiva del rischio di trasmissione del virus dal donatore

al riceventerispettoal testsierologico.

Per condurre questa indagineabbiamodefinito come“unità rene” (Kidney Unit, KU) l’i nsieme

dei materiali reperiti del rene del donatore ovvero la biopsia (B), il liquido di

conservazione/trasporto (preservation solution, PS) e il liquido di lavaggio (washing solution,

WS)del rene.

3.6.1. Identificazione del DNA virale nell’unità rene.

I risultati di questaparte dello studio dimostranola presenza dei sequenzegenomichevirali nelle

75 unità rene (KU) donate, e soprattutto il DNA virale è stato rilevato nei liquidi di

conservazionee nei liquidi di lavaggio,suggerendochetali virus sianoveicolati dal donatoreal

ricevente mediantele cellule del sanguecontenute,seppurein quantità diverse, in entrambele

soluzioni. I livelli di identificazione virale erano sempre superiori nella frazione cellulare

ottenuta in seguito alla centrifugazionedelle soluzioni liquido di conservazionee liquidi di

lavaggio e quindi l’indagine molecolaredella presenzadei genomi virali è stata limitata solo a

questacomponentecellularedelle soluzioni.

Considerando i casi in cui almeno un campione dell’KU (biopsia, soluzione di trasportoe

soluzione di lavaggio) risultava positivo, è risultato che 50 (66.7%) KU dei donatori erano

positivi per almenoun virus, tra questi quelli più frequentementeidentifi cati erano parvovirus

B19eEBV.

In particolare, il DNA di B19 è stato riscontrato in circa un terzo delle biopsiedel rene del

donatore,dei liquidi di trasportoe dei liquidi di lavaggio. E’ emersaunabuonaconcordanzadei

risultati della ricercadi B19-DNA nei diversi tipi di campionidella KU: i liquidi di trasportoe i

liquidi di lavaggioerano positivi o negativi per B19-DNA in maniera concorde nel 85.3%dei

casi; inoltre, in 31 su 34 (91.2%) KU positive per B19-DNA, eranopositivi per B19-DNA il

liquido di trasportoe/o il liquido di lavaggio (ovvero, solamentein 3 KU la biopsia renale era

positiva perB19-DNA, mentre sia il liquido di trasporto sia il liquidodi lavaggioerano negativi

perB19-DNA).

Il DNA di EBV e HCMV è stato identificato solo in 2 biopsiedel renedel donatore:entrambe

mostravanoconcordantirisultati positivi sia nei liquidi di conservazionechedi lavaggio. Il DNA
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di EBV e HCMV è stato identificato maggiormentenei liquidi di lavaggio e di trasporto che

nellebiopsierenali(Tabella6).

B19 EBV HCMV BKV

Biopsie 24 (32.0) 1 (1.3) 1 (1.3) 1 (1.3)

Liquidi di conservazione 22 (29.3) 11 (14.7) 4 (5.3) 2 (2.7)

Lliquidi di lavaggio 26 (34.7) 17 (22.7) 2 (2.7) 0

Unità rene (KU) 35 (46.7) 21 (28.0) 5 (6.7) 3 (4.0)

Tabella 6. Prevalenza dellesequenzegenomiche virali nelle biopsieottenute da75 reni di donatori ed
effettuateprimadell’impianto.

Il DNA di BKV è statorilevatosoltantoin unabiopsiae in dueliquidi di conservazione(Tabella

6).

3.6.2. Confronto tra la sierologia del donatore e del ricevente e la presenza del DNA virale

nell’unità rene.

I dati relativi alla sierologia del donatoree del riceventeanalizzata al momento del trapianto

sono riportati nellatabella7, insiemeai dati relativi alle identificazioni di DNA viralenellaKU.

B19 EBV HCMV
D+/KU+/R+ 16 11 3
D+/KU+/R- 15 9 2
D+/KU-/R+ 8 33 25
D+/KU-/R- 7 12 19
D-/KU+/R+ 2 1 0
D-/KU-/R+ 6 4 11
D-/KU+/R- 1 0 0
D-/KU-/R- 20 5 15

Tabella 7. Classificazionedei 75 riventi di rene effettuatain funzionedello stato sierologico D/R e
della presenzadel DNA virale nell’unità renedel donatore.

Solo in 4 casila KU erapositiva perla ricercadi DNA di virusmentre il corrispondentedonatore

erasieronegativo:

- 1 caso in cui sia i liquidi di conservazioneche i liquidi di lavaggiorisultavanopositivi

per il DNA di EBV mentre il donatore erasieronegativo per EBV;

- 3 casi in cui i liquidi di conservazionee di lavaggio eranopositivi per il DNA di B19

mentrei donatorieranosieronegativi perB19 (in uncasoanchela biopsia è risultataB19-

positiva).
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3.6.3. Associazione tra l’identificazione del DNA virale nell’unità rene e rischio di infezione

nel ricevente.

Pervalutare sela presenzadelDNA virale nelle biopsie, nei liquidi di conservazioneenei liquidi

di lavaggio del donatore(ovvero nell’unità rene)puòpredire il rischiodi infezionedel ricevente,

considerandoanchelo statosierologicodel donatore/ricevete (D/R), è statautil izzata l’analisi di

KaplanMeyere il test del log-rank.

Parvovirus B19: L’analisi della statosierologico D/R ha mostrato chei riceventi D-/R-

per B19 avevanouna bassa probabilitàdi comparsadi DNAemia nel periodo post trapianto sesi

raffrontavaconle altrecombinazioniD/R (Figura25B).

La valutazionedellapresenza del DNA di B19 nell’unità renepermettedi classificare in maniera

migliore i riceventie il loro rischiodi comparsadi infezionesistemicacausatadaB19 di quanto

è possibile fare utilizzando le informazione ottenutecon l’i ndaginesierologia (Figura 25C):

infatti i pazientichehannoricevutounaKU negativa per il DNA di B19 mostravanoun rischio

significativamentepiù basso di svilupparel’i nfezione causata da B19 rispetto a quei riceventi

che avevanoricevutoun renepositivo per le sequenzegenomiche di B19 in uno qualunquedei

campioni dell’unità rene, indipendentemente dalla condizione sierologia (log-rank, -2.68; p=

.007).
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Inoltre è risultato particolarmente interessante constatare come tra i riceventi di donatori

sieronegativiper B19,quelli chehannoricevutounaKU B19-positiva mostravano un più elevato

rischio di episodidi DNAemia duranteil primo annodal trapianto, rispetto a quelli cheavevano

ricevuto un rene negativo per il DNA di B19, sebbenetale differenza non ha mostrato

significatività statistica (Figura 25A). Il rischio di sviluppare DNAemiadaB19 nel periodo post

trapianto eraparticolarmenteelevatoanchesesi consideravanoseparatamente i risultati ottenuti

nelle sole biopsie(log-rank, -3.02; p = .002),nei liquidi di lavaggio (log-rank, -2.29; p = .02)

oppurenei soli liquidi di trasporto (log-rank,-2.11p = .03).

EBV: Dall’analisi della condizionesierologica D/R è emersoche i riceventi D+/R- per EBV

hannoun rischio maggiore di incorrere in episodi di DNAemia da EBV rispetto ai riceventi

D+/R+ (log-rank,1.75;p = .08; figura 26A). L’ analisi della presenzadel DNA di EBV a livello

della KU permetteinoltre di identificare, nel sottogruppodi riceventi D+/R-, quello con un più

A B

C

Figura 25. Curvedi KaplanMayer chemostranola
proporzionecumulative dei pazienti che non hanno
manifestatoDNAemia da B19 nei primi anni dal
trapianto di rene: tali dati sono stati visti in
associazione con (A) la presenzadel DNA di B19
nell’unità rene (KU) e con lo statosierologicodel
ricevente (B) con lo stato sierologico D/R, e (C)
con la presenzadel DNA di B19 nell’unità renee lo
statosierologico del donatore.
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elevato rischio di insorgenzadi infezione virale causatada EBV nel breve periodo dopo il

trapianto in quantoriceventedi unaKU EBV-positiva (log-rank,= -1.87;p = .06; figura26B,C).

HCMV: I riceventiclassificaticomeD+/R- per quanto riguarda la sierologia del virus HCMV,

mostranorischio significativamentepiù elevatodi insorgenzadi infezionedaHCMV nel periodo

post-trapiantodi rene(log-rank, P<0.0001;Figura27) rispettoa tutte le altre categorie D/R. In

questi pazienti l’infezione da HCMV avvienegeneralmente nei primi mesi post-trapianto. In

particolare5 pazientihanno ricevutounKU positiva peril DNA di HCMV, di questi, 2 riceventi,

sieronegativi per HCMV al momentodel trapianto, hannopresentato un infezionesistemica

sintomatica causatadaHCMV dopopochi giorni dal trapianto:8 giorni, in un caso,e 22 giorni

nell’altro.

c

a b

Figura 26. Curvedi Kaplan Mayerchemostrano la
proporzione cumulativa dei pazienti chenon hanno
manifestatoDNAemia da EBV nel primo annodal
trapianto di rene: tali dati sono stati visti in
associazione con (A) con la presenza del DNA di
EBV nell’unità rene e lo stato sierologico del
donatore (B) la presenza del DNA di B19 nell’unità
rene (KU) e con lo stato sierologico del ricevente
(B) conlo stato sierologico D/R.



70

BKV: Dei 3 pazienti che hanno ricevuto un rene positivo per il DNA di BKV all’analisi

dell’unità rene,il riceventechemostravala biopsiapositiva peril genomadi BKV, hasviluppato

DNAemiadaBKV dopo16giorni dal trapianto (Figura28).

3.6.4. Valutazione della comparsa di DNAemia in corso di follow-up.

In questapartedello studiosonostati considerati anchei dati relativi alle indaginicliniche atte a

valutarela funzionalitàdel renetrapiantato. Infatti è stata studiatala possibile associazionetra la

comparsadi infezionevirale sistemica(descritta in termini di DNAemia) durante un qualsiasi

momento del follow-up di un anno e la corrispondente positivi tà per il genomadel virus

responsabilea livello dell’unitàrene.

In particolare durantei primi 12 mesi dal trapianto sonostati descritti 16 pazienti che hanno

presentatoDNAemia peril parvovirusB19.Di questi, 12avevanoricevutoun’unità renepositiva

Figura 28. Curve di Kaplan Mayer che
mostrano la proporzione cumulative dei
pazienti chenon hannomanifestatoDNAemi a
da BKV nel primo anno post-trapianto in
accordo con la presenza di DNA virale
nell’KU.

Figura 27. Curve di Kaplan Mayer che
mostrano la proporzione cumulative dei
pazienti dei pazienti che non hanno
manifestatoDNAemia da HCMV nel primo
anno di follow-up post trapianto e in
associazione con lo stato sierologico D/R e
la presenza di DNA virale nell’KU.
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per il DNA di B19 e, tra questi,7 eranosieronegativi per il virus in questioneal momento del

trapianto. In molti casi la presenzadi DNAemia è iniziata durantele prime settimane dopo il

trapianto. Dei pazienti che hannopresentato DNAemia per il parvovirus B19, 4 hanno avuto

infezione sintomaticacon anemiaiporigenerativa e, in un caso,microangiopaia trombotica a

caricodel renetrapiantato.

Complessivamente,dopo12mesidal trapiantodi rene,almenoun episodiodi DNAemia daEBV

era statariferita per40 pazienti,dei quali 6, cheeranoD+/R- perEBV, avevano avuto anche la

sintomatologia associata all’ infezione primaria causata da EBV: mononucleosi con

linfoadenomegaliae faringite. In uno di questi pazienti la malattia è progredita in linfoma a

celluleB chehadeterminatola mortedelpaziente10mesi dopoil trapiantodi rene.

Nonostantela profilassi anti-HCMV effettuata secondoil protocollo clinico descritto (Montini G

et al., Transplant International 2005), 18 riceventi hanno presentato episodi di DNAemia da

HCMV, 12 dei quali eranosierologicamentenegativi per il HCMV al momentodel trapiantoe

avevano ricevutoun renedadonatoresierologicamente positivo per lo stessovirus. Di questi 12

riceventi D+/R-, 2 avevanoricevuto un’unità rene positiva per il DNA di HCMV e hanno

manifestatoun’infezionesintomaticaHCMV-correlatamolto presto dopoil trapianto, cioèdopo

8 giorni in un caso e 22 giorni nell’altro. Per quanto riguarda il BKV, 20 pazienti hanno

manifestato DNAemia durante il primo anno di follow-up, compreso il paziente che aveva

ricevuto l’unità reneche presentavala biopsiapositiva per il DNA di BKV e con DNAemia

comparsa immediatamentedopo il trapianto di rene. Un caso di infezione sintomatica

determinatada BKV e caratterizzatadauretrite e gravenefrite, chehadeterminato la perdita del

renetrapiantato,si è verificata settemesidopoil trapianto in un pazientecheavevaricevuto una

KU negativaper il DNA di BKV.

3.7. Ricerca del DNA dei nuovi poliomavirus, KIV e WUV, nell’unità rene.

La ricerca delle sequenzegenomichevirali dei nuovi poliomavirus WUPyV e KIPyV sia nei

donatori, ovvero in tutti i campionidell’ unità renesia nei riceventi duranteil primo annodi

follow-up, non ha dato nessun risultato positivo: tale esito non permette di concludere che tali

virus non possanoinfettare il renedel pazientepediatrico immunocompromesso data la bassa

numerosità di casi,e la scarsaconoscenzasul tipo di tropismodi tali virus.Certamentepossiamo

ipotizzarechenonsianopatogeniche frequentemente colpisconoil renesiasano,comenel caso

del renedeldonatore,sia dopoil trapianto, quindinel riceventeimmunocompromesso.
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CAPITOLO 4

DISCUSSIONE

Nel presentelavorodi tesi vieneanalizzatala presenzadi infezionivirali intrarenali e sistemiche

e la loro associazioneconla comparsadi lesionidel renedopo il trapianto in unapopolazionedi

pazienti pediatrici. In letteratura non vi sonoprecedentilavori in cui sia stato condottoquesto

tipo di indagine,anchese recenti trattati (Fishman JA et al., N Engl J Med 2007) hanno

evidenziato quantosia semprepiù diffi cile riconoscerela presenzadi infezioni nei pazienti

immunocompromessi rispetto alle persone con un normale sistema immunitario, poiché la

caratteristica sintomatologiaè di regola attenuata. Inoltre lo spettro dei potenziali patogeni

responsabili della comparsa di danno renale può variare e le nuove infezioni avere una

progressione più rapidatale da richiedereunaveloceidentifi cazione. È per questa ragioneche

abbiamovoluto valutareun ampionumerodi virus e approfondire l’i ndaginevirale connuovee

rapidemetodichemolecolariche ci hannopermesso di definire nuovi possibili test diagnostici

chepotrebberocomplementare l’attuale indaginecondotta sulle biopsie del reneeffettuate prima

e duranteil follow-up post trapianto.Obiettivi dello studio sonostati (i) identificare quali virus

sianoassociati a rigettoacutoo cronicodel renetrapiantato;(ii) svilupparetecnichenoninvasive

di tipo molecolareper la ricercadi virus chepossanofornire unatempestiva informazionesulle

possibili infezioni trasmesseattraverso l’organodatrapiantare.

Il lavoroèstatoquindiarticolatoin dueparti principali:

- l’i niziale studio delle infezioni virali intrarenali come possibili fattori di rischio di

insorgenzadi lesionidel renedopoil trapianto;

- la successivaricerca di nuoveanalisi molecolari sul reneda trapiantare predittive del

rischio di infezioni virali post-trapianto.

Il trapianto di reneresta l’unica alternativa per riabili tare totalmenteun bambino con malattie

renali croniche(Smith JM et al., PediatrTranspl2002). A tale “terapia sostitutiva” sonoperò

associati molteplici altri aspetti clinici cheriguardano,in modoparticolare,il paziente pediatrico

trapiantatodi rene.Una volta riuscito il trapiantodi rene, occorre definire un corretto follow-up

del paziente,monitorandoeventualicomplicazionidella funzionalità dell’organotrapiantato che

potrebberopresupporre adepisodi di rigetto. Il rischio di vita, in seguitoal trapianto di renenel

bambino permane,ed è di circa il 5% dall’anno del trapianto (Harzallah K et al., Archives de

pèdiatrie 2004).Le principali causedi mortalitàsonole infezioni, in particolarmodoquelle virali
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(Dharnidharka VR et al., Transplantation 2006), oltre a leucemie, altre neoplasie ed effetti

collaterali dovuti ad un errata terapia immunosoppressiva. Le principali tipologie di lesioni

osservatenel renedel pazientepediatrico trapiantato di renesono,comeper il pazienteadulto

sottoposto a trapiantorenale(Nankivell BJ et al., N Engl J Med 2003),il rigettoacuto e il rigetto

cronico, che potrebbero comportare la perdita dell’ organo trapiantato. Tuttavia tra le

complicazioni più frequenti, la lesionecronicaè certamentela principale causadella perdita del

rene trapiantato riconducibile ad effetti immunologici e non immunologici. Nel paziente

pediatrico, rispetto ad un riceventeadulto, varia lo stato immunologico, e, oltre ad essere

immunosoppressoperla terapiaposttrapianto,risulta naive per numeroseinfezioni,siavirali che

batteriche,ed è dunquepiù facilmente colpito da infezioni da patogeniopportunistici, comead

esempio le infezioni virali (Dharnidharka VR et al., Transplantation2006). Tra i virus

responsabili di infezioni nel pazientetrapiantato di organosolido, il ruolo dominanteè svolto dai

virus erpetici (HCMV, EBV, HHV6, HHV7, HHV8 e VZV) soprattutto nei primi mesi post-

trapianto, mentre altri virus, come il poliomavirus BK e il parvovirus B19 sono importanti

patogeni contropismorenalechesembranosubentrare in tempipiù lunghi dal trapianto.Dunque

comprendere sempre meglio la biologia delle infezioni virali associata alla patologia renale, è

essenzialepermigliorarei decorso delpazientepediatrico dopoil trapiantodi rene.

Datequeste premesse,va sottolineatochela novitàdi questostudioconsistenel dimostrare cheil

DNA virale è rilevabile in circa il 50% dei reni sani, come potremo considerareil rene del

donatore analizzatoprima dell’ impianto,e nel 70% dei reni dei riceventi durante due anni di

follow-up. Inoltre è stato osservato,per la prima volta, che la persistenzadel DNA di B19,

ovvero la presenzadelle sequenzegenomiche virali in almeno due tempi del follow-up, è

associata, in manierastatisticamentesignificativa, allo sviluppo di lesioni cronichenel rene

durante il periodopost-trapianto.Questo studio ha inoltre confermato chel’infezione sistemica

daHCMV èun fattoredi rigettoacutodel renetrapiantato.

Dalla ricercadelle sequenze genomiche virali nelle biopsiedel renedel donatoreè emerso che

circa un terzo dei reni dei donatorisonopositivi per il DNA di B19: tale dato è in accordocon

quanto riportato dalla letteraturain merito alla prevalenzadel DNA di B19 nel rene sano

(Moudgil A et al., Kidney Int 2001).Il presentestudiodimostrachela persistenzadi parvovirus

B19 nel renetrapiantatosi associaadun rischio più elevato di comparsadei dannicronici al rene

trapiantato(BarzonL et al., JID 2009).

Dati della letteraturadimostranochel’ infezioneattiva causatadal parvovirusB19 nei trapiantati

di reneè associatacon la comparsadi anemiaaplastica acutae cronica(Neild G et al., Lancet

1986; CavalloR et al., J Clin Virol 2003;Ki CSet al.,Clin Transplant2005), disfunzionerenale

(Eid AJ et al., Clin Infect Dis 2006),glomerulopatiacollassante (Moudgil A et al., Kidney Int

2001) e microangiopatia trombotica del rene trapiantato (Murer L et al., 2000). Sono stati
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descritti nel presentestudioanchedueepisodidi disfunzioneacutadel renetrapiantato associati

a microangiopatiatromboticae rigettoanticorpo-mediatodovuti all’i nfezionedaparvovirusB19.

Nella maggiorpartedei pazientitrapiantati in cui era dimostrata la presenzaintrarenale del DNA

di B19, il DNA virale persistevaederariscontrabile nelle successivebiopsie del follow-up post-

trapianto. Inoltre è statopossibile constatare chela persistenzaasintomaticadel DNA di B19 nel

renetrapiantatoe la DNAemiadaB19 eranoassociate adun più elevatorischio di insorgenza di

lesioni cronichedell’organotrapiantato. In ogni casoresta da dimostrare qualesia il reservoir

cellularedell’infezionedaparvovirusB19: è probabile cheil virus infetti e persistanellecellule

endoteliale ed epiteliali del rene(WaldmanM et al., Nat Clin Pract Nephrol 2007).È possibile

ipotizzareche le lesioni renali in presenzadi DNA di B19 sianodeterminate dalla replicazione

persistentedel virus nel renetrapiantato, favorita dallo stato immunosoppressivo del paziente.

L’infezione attiva e persistente da B19 potrebbe danneggiare altri tessuti, come è stato

dimostrato in soggetti con disfunzioni cardiache del ventricolo sinistro nei quali le biopsie

dell’endomiocardioeranopositiveper B19 (Kühl U et al., Circulation2005).In questi pazientila

clearence del DNA virale è stataassociataconun netto miglioramentoemodinamico, mentre,al

contrario, la persistenza del genomavirale si associavaad unaridotta funzionalità ventricolare

(Kühl U et al., Circulation2005).

Il presentestudiodimostra cheanchela presenzadei genomidi virus erpeticisi associanocon la

comparsadi lesionidel renetrapiantato.

Le malattie correlate agli herpesvirus, specialmente i disordini linfoproliferativi derivati

dall’i nfezionedaEBV e le patologieassociatea HCMV, rappresentanoimportanti complicazioni

nel pazientetrapiantatodi rene(Kotton CN et al., JASN2005;SagedalS et al., Am J Transplant

2002). La presenzadi herpesvirusnel renetrapiantato è stata analizzatafino ad ora soltantoda

Sebekova et al., cheha dimostratocomel’identificazionedel DNA di HCMV, EBV, HHV-6, e

HHV-7 nel tessuto del rene nel periodo post trapianto è associata alle lesioni croniche

dell’organo trapiantato(SebekováK et al., Pediatr Transplant2005). Anche nel presente

lavoro, l’identificazione del DNA virale di un qualsiasi virus, era associata in maniera

statisticamentesignificativa con la comparsadi lesioni cronichedell’organo trapiantato. Se

invecesi considerail singolo virus, la presenzaintrarenaledel DNA degli herpesvirusnon era

significativamenteassociatacon le lesioni del renetrapiantato, anchesela persistenzadel DNA

di EBV era identificata più spesso, anchese non in modo statisticamente significativo, in

pazientichesvilupparonorigetti acuti subclinici. Invece,la persistenzadel DNA di HHV6 non

era associatacon la comparsadi lesioni istologichenè con l’ insorgenzadi disfunzionidel rene

trapiantato.A questoproposito,i lavori presentiin letteraturamostranopareridiscordanti(Babel

N et al., Transplantation2001;YoshikawaT et al., Transplantation1992;HerbeinG et al., Clin

InfectDis 1996;TongCY et al., Transplantation2002).Dall’indaginecondotta in questo studio,
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è emerso che la presenza intrarenale del DNA di HCMV risultava essere abbastanza rara

nonostante i numerosi episodi di DNAemia da HCMV, sia asintomatica che sintomatica.

Abbiamoinoltre dimostrato chegli episodidi DNAemiada HCMV rappresentanoun fattore di

rischio per la comparsa di rigetti acuti identificati istologicamente:questa osservazione è in

accordoconquantodescritto in letteratura (SagedalS.,et al. Am J Transplant2002;ReinkeP.et

al., Lancet1994; Lowance D. et al., N Engl J Med 1999).Dato che il DNA di HCMV non è

statofrequentementeidentificatonellebiopsie di rene,probabilmente il virusdetermina il rigetto

acuto attraverso un effetto indiretto mediato della risposta immunitaria e infiammatoria

dell’ospite immunosoppresso (Kotton CN et al., JASN 2005). D’altro canto, le terapie

immunosoppressiveanti-rigetto predispongonoallepatologieassociateal HCMV.

In merito alle infezioni da poliomavirusumani, quali il BKV e il JCV, esistonodiversi studi in

letteratura che li collocano tra i virus responsabili dell’i nsorgenzadi disfunzioni renali e di

lesioni istologiche che possono causare la perdita dell’organo trapiantato. È riportato in

letteratura che l’infezione attiva causata dal BKV determina un danno renale progressivo

(nefropatia da BKV) nel 5% dei riceventi chesonostati sottoposti al trapiantodi rene (Hirsch

HH et al., N Engl J Med 2002)comeosservatoin duepazientidel presente studio. Questistudio

dimostrache il DNA di BKV era frequentemente identificabile anchenel rene trapiantato di

pazientiasintomatici, nei quali il virusdeterminavainfezioni persistenti.

Non è statopossibileperòdescrivereper il BKV un’ associazionestatisticamentesignificativa

tra la presenzae persistenza del genoma virale intrarenale e la comparsadi modificazioni

istologichea carico del rene trapiantato.Non è possibile però escludere che siano necessari

periodi superioria dueanni di follow-up post trapianto di reneper constatarese la persistenza

intrarenaledel DNA di BKV possain qualchemododeterminare dei cambiamenti istologici del

rene(Hirsch HH et al., N Engl J Med 2002;Bressollette-Bodin C et al., Am J Transplant2005).

Per quanto riguardaJCV, contrariamente a BKV, è stato raramenteidentificato nel renedella

popolazionepediatricadanoi studiataanchesedati della letteraturalo associano comunquealla

comparsadi lesionirenalipost-trapianto.

Nella prima parte del presentestudio sonostati studiati numerosi virus, e tra questi, quelli più

presenti erano HCMV, EBV, BKV, e parvovirusB19,masolamenteparvovirusB19 si associava

a disfunzioni e dannoal renetrapiantato.Nella secondapartedello studio, ci siamo concentrati

sull’analisi delle infezioni causatedaHCMV, EBV, BKV e B19 per investigarela possibilità di

approfondiree migliorare l’ indagine virale sul renedel donatore come possibile responsabile

della trasmissionedell’infezionevirale al ricevente attraversola messaa punto di nuovi test

molecolari.Tutti questivirus potrebbero essereinfatti già presenti nel organo chevienedonato e

non essereidentificati durante l’ indaginepre-trapianto sia perché sono in una situazionedi

latenzao ancheperché sfuggonoal tipo di screening a cui viene generalmentesottoposto il
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donatore. Quindi per migliorare l’analisi condottasul donatore, abbiamo studiato la possibile

presenza dei genomi virali in diversi campioni ottenuti dall’ organo del donatore. Nel caso

specifico abbiamo ricercato il DNA virale nelle biopsie, nel liquido di conservazione e nel

liquido di lavaggiodel reneprima del trapianto. Questo perché,dato il diverso tropismovirale,

se si consideranodiversi materiali contenenti differenticomponenticellulari (cellule ematichee

cellule residenti del rene)tutte appartenential donatore,è possibile aumentare la probabilità di

diagnosticarel’infezione nell’organoprima chequesto vengaimpiantato e chel’infezione venga

trasmessaal ricevente.È perquesto motivo chel’investigazionedelle sequenzegenomichevirali

sia nella biopsia, nel liquido di trasporto e nel liquido di lavaggio del rene del donatore,

globalmentedefiniti comeunità rene, hannoaumentatola sensibilitàdel test del DNA virale

intrarenale dando nuove indicazioni sui criteri di trasmissione virale attraverso l’organo

trapiantato.

Infatti, in accordocon la suacapacità di andarein latenzanelle cellule B, nel caso di EBV, e

nelle cellule progenitrici dei monociti,perquantoriguardaHCMV, l’in fezionecausatadaquesti

virus è veicolata dalle cellule ematichecircolanti e per questo il loro DNA virale è stato

identificato principalmentenei liquidi di lavaggioe di conservazione del rene.Tali soluzioni

infatti sonoprincipalmente arricchite da cellule ematiche e di menodalle cellule residenti del

renecomelo è invece è la biopsia. Il parvovirusB19 è stato ritrovatopiù frequentementenella

biopsierispettoalle soluzioni di conservazionee di lavaggio del rene,quindi si presupponeche

tale virus infetti le cellule residenti del rene, che potrebbero essere la principale fonte di

trasmissionedell’infezionedaldonatoreal ricevente.

Il poliomamavirusBK si supponeabbiaun tropismoperil renee raggiungaunostato di latenza a

livello delle cellule epiteliali tubulari del rene. Tuttavia, nel presentestudio, il DNA di BKV è

stato rilevato solo in una biopsia del rene di un donatore, mentre lo stessoDNA virale era

generalmentepresentenel rene trapiantato durante il follow-up, dove persisteva in successivi

campionamenti (Barzon L. et al., JID 2009).

In questostudio, ancora più interessante è la dimostrazioneche la presenzadel DNA viale in

almeno unodei campionidell’unitàreneè associataconunaumentatorischio di insorgenzadi un

infezionevirale sintomaticaspecialmentenell’ immediato periodopost-trapianto. Inoltre,poichéi

livelli di DNA virale identificati nei liquidi di lavaggio e di conservazionesono superiori o

uguali ai livelli di identificazionenellabiopsia renale e perla maggiorecapacitàdi determinare il

rischio di infezione,l’ indaginemolecolarea livello delle soluzioni potrebbeevitaredi effettuare

la biopsia che restacomunqueuna proceduradiagnostica piuttosto invasiva. I dati relativi alla

ricerca del DNA virale a livello dell’unità rene sono stati analizzati assieme a quelli della

sierologia del rispettivodonatore/riceventeper osservarepossibili associazioni e per valutare la
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congruenzadei risultati molecolari e sierologici in modo da impiegareeventualmente il test

miglioreo la combinazionedei test perlo studio delle infezioni nel donatore.

Ciò cheè emersoè cheil testdel DNA virale nell’unità reneè più specifico rispetto all’indagine

virologicanel predireil rischio di trasmissione virale al ricevente e la comparsa delle infezioni

sintomatiche. Infatti, il test del DNA di B19 nei campioni dell’unità rene ha permessodi

identificare correttamente i riceventi il reneda donatore sieropositivo come i pazienti con un

rischio più elevato di infezione post-trapianto, mentre la valutazione della condizione

sierologica del donatore e del ricevente (D/R) per il virus B19 sembra esseremeno efficace.

Analogamente, i pazientisieronegativi per EBV e cheavevanoricevuto l’unità renepositivaper

il DNA di EBV, hannodimostratoun rischio superiore di incorrere in infezioni da EBV nel

periodo post trapiantorispettoai pazienti cheavevanoricevuto un unità negativa per il DNA di

EBV e provenienteda donatoresieropositivo. Sebbeneil testdel DNA per HCMV eseguito sui

campioni dell’unità rene identif ichi correttamente i riceventi che hannosviluppato infezione

associata a HCMV nel periodo post-trapianto, la valutazione sierologica del donatore ha

mostratouna sensibilitàsuperiorerispetto al test molecolare. Al contrario, nonostante il noto

tropismo del poliomavirus BK per il rene, il test del DNA di BKV, effettuato sui campioni

dell’unità rene,hadimostrato unascarsa utili tà diagnostica. Dunque,è possibile concludere che

l’utilità del test molecolare per identificare le possibili infezioni trasmesse dal donatoreal

ricevente dipendedalle proprietà replicativedel virus e dal tipo di tropismocheessoha per le

cellulee/oil tessutodell’organodatrapiantare.
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CAPITOLO 5

CONCLUSIONE

Conil presentestudiovienecondotta per la prima volta un’ampia indagineriguardantele

infezioni intrarenalei sistemicheche interessanoil paziente pediatrico trapiantato di rene. È

stato possibile concludere che le infezioni virali sono importanti fattori di rischio per

l’insorgenzadi lesioni del renetrapiantato chepossonocomparire in tempi diversi dal trapianto

in baseancheal tipo di virus coinvolto. Oltre a confermare l’associazionetra la comparsa di

DNAemia da HCMV, ancheasintomatica, e la comparsadi rigetti acuti, il presente studio

dimostraun datototalmentenuovoriguardante la presenzadi diversi tipi di genomivirali in un

elevato numerodi reni sottopostia trapiantato. In molti casi le infezioni virali osservateerano

causate da virus il cui DNA persisteva nelle successive biopsie del follow-up e in taluni casi

eranoancheinfezioniasintomatiche,fattaeccezionedi alcunicasi di manifestazioniacute.

Sebbenefosseroasintomatiche,molte infezioni intrarenali persistenti, in particolar modoquelle

determinate dal parvovirusB19, eranoassociate con un elevatorischio di sviluppare lesioni

nell’organotrapiantatochepossonoessereconsideratepredittive della perdita della funzionalità

del renenel lungotempo.

Inoltre, come dimostrato nella secondaparte dello studio, l’ identificazione di acidi

nucleici virali nei liquidi di conservazionenei liquidi di lavaggiodegli organi solidi, comead

esempio il rene,prima dell’impianto potrebbeessere di particolareutil ità per identificare quei

riceventi chehannoun più elevatorischio di contrarre l’i nfezionevirale in seguitodel trapianto.

Tale indagineè risultata utile soprattutto nel casodi infezioni asintomatiche che compaiono

nell’i mmediatoperiododopoil trapianto. Va detto inoltre chela sensibilità e la specificità di tale

test molecolare dipende dal tropismo cellulare per le cellule o per il tessuto dell’organo

trapiantato.

Dunque,unacorretta indaginee un appropriato trattamento delle infezioni virali intrarenali che

colpisconoil pazientepediatricotrapiantato di rene,potrebbero migliorare la sopravvivenzadel

renetrapiantato.
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