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PARvOVIRUS B19 INFECTION INDUCING PURE RED CELLS MEDULLARY APLASIA IN KIDNEY TRANSPLANTS PATIENT

ABSTRACT. A 55-year-old man was admitted to the hospital in November 2010 because of an anemia resistant
to erythropoietin treatment and scarcely responsive to blood transfusions. The patient had received a kidney
transplant 45 days earlier and he was receiving an immunosuppression treatment with steroids, everolimus
and tacrolimus. A secondary anemia was ruled out during his stay in the hospital. The clinical hypothesis
was a hyporigenerative anemia due to erythropoietin antibodies. The erythropoietin treatment was stopped,
the serum erythropoietin was dosed and its value was higher than normally. A bone marrow needle aspiration
showed a pure acquired aplasia of the red cells. The parvovirus B19 was detected both in the serum and
in the bone marrow. The patient was treated with corticosteroids (prednisone) and i.v. immunoglobulins. A

gradual and slow recovery of the aplasia followed.

Key Worps. PRCA (pure red cell aplasia), Parvovirus B19, Renal transplantation

Introduzione

Laplasia midollare pura della serie
rossa (PRCA) é una rara condizione
caratterizzata da una severa riduzio-
ne del numero dei reticolociti cir-
colanti nel sangue periferico e dalla
virtuale assenza di precursori nel mi-
dollo osseo. Tutte le altre linee cellu-
lari sono presenti e morfologicamen-
te normali. Si distinguono tre forme di PRCA (Tab. I):
una acuta (che si autolimita), una cronica acquisita e una
congenita (1). La forma cronica acquisita puo essere in
relazione a: malattie autoimmuni (2), linfoproliferative,
timomi (3), stati di immunosoppressione (4) e nel tra-
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pianto ABO incompatibile (5) (Tab. I). La forma conge-
nita (sindrome di Diamond-Blackfan) € rara e trasfusio-
ne dipendente (Tab. I). La forma acuta puo manifestarsi
in corso di infezioni virali (parotite, parvovirus B19) (6),
in corso di polmonite atipica da micoplasma e nella gra-
vidanza (7). I virus HBV, HCV (8), HIV (Tab. I) possono
portare ad una crisi aplastica acuta o presentarsi come
forma cronica acquisita (4). Un’altra causa importante di
insorgenza di PRCA acuta é I'assunzione di immunosop-
pressori da soli o in associazione con altri farmaci (Tab.
I). Leritropoietina ricombinante puo indurre la forma-
zione di anticorpi anti-eritropoietina determinando una
forma acuta di PRCA (9), (Tab. I). La forma con una mi-
glior prognosi € quella indotta dal parvovirus B19 (6).
Tale virus ha come bersaglio le cellule progenitrici della
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serie eritroide del midollo osseo e gioca un ruolo im-
portante nella regolazione della replicazione del DNA e
nell'induzione dell’apoptosi cellulare (10). E inoltre una
causa rara di aplasia midollare nell’ospite immunocom-
promesso (6), (Fig. 2). L’associazione di alcuni farmaci
immunosoppressori come il tacrolimus, il micofenolato-
mofetile in corso di PRCA da infezione da parvovirus
B19 sembra peggiorare il quadro di aplasia (11). La tera-
pia della PRCA cronica acquisita si basa sul trattamento
della malattia di base autoimmune o linfoproliferativa
(12). I farmaci utilizzati sono i corticosteroidi (1 mg/kg/
die) e, quando risultassero insufficienti, gli immunosop-
pressori o citostatici come la ciclofosfamide, la ciclospo-
rina, o gli anti-CD20 (rituximab) (12); I'alemtuzumab;
la plasmaferesi e le timoglobuline (ATG) (Tab. II). Le
emotrasfusioni ripetute sono alla base della terapia della
forma congenita (1) (Tab. II). La forma acuta risponde
alla terapia steroidea e alla infusione di immunoglobuli-
ne endovena (0.4 g/kg/die), (13).

Caso Clinico

La storia clinica del paziente risale al 1987 quando fu dia-
gnosticata una insufficienza renale cronica di etiologia
non determinata. I 31/02/2008 ??? inizio la terapia
sostitutiva emodialitica. I 29 settembre 2010 fu sottopo-
sto ad intervento di trapianto renale da donatore cadave-
re. Fu praticata terapia immunosoppressiva d’induzione
con basiliximab e di mantenimento con tacrolimus (8.5
mg/die), everolimus (1.5 mg/die) e steroidi a dosaggi
scalari. Si ebbe una rapida ripresa funzionale del rene
trapiantato con il raggiungimento di normali valori di
creatinina e stabilita dei valori di emoglobina, 11 g/dL.
Il paziente prosegui la terapia antipertensiva iniziata
nel 2008 con gli ACE-inibitori, sartani, Ca-antagonisti e
B-bloccanti. Il 24 novembre 2010 venne ricoverato per
una progressiva riduzione dei valori di emoglobina che
da 11 g/dL del 13 ottobre passarono a 8 g/dL il 10 no-
vembre (in tale data il paziente presentava livelli sierici

TABELILA I - CAUSE DI APLASIA ERITROCITARIA PURA (PRCA)

Congenita Sindrome di Biamod Blackfan
Idiopatica Circa il 50% dei casi di PRCA

Acuta

Acquisita

Cronica

Infezioni

Parvovirus B19

Polmonite atipica da micoplasma

Parotite

HAV, HBV, HCV, HIV (presentazione acuta)
Farmaci (se associati a farmaci immunosopressori)
Allopurinolo

D-penicillamina

Benzene

Pesticidi

Malattie Linfoproliferative

Leucemia LGL

Timoma (5% dei casi)

Malattie Autoimmuni

Lupus Eritematoso Sistemico

Artrite Reumatoide

PRCA da Anticorpi Anti--HuEPO (EPO-ricombinante)
Trapianti d’Organo / stati di immunosoppressione
Trapianti d’Organo ABO-incompatibile

Infezioni

HAV, HBV, HCV, HIV (presentazione cronica)
Farmaci

Azatioprina

Micofenolato Mofetile

Sirolimus e Tacrolimus
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Fig. 1 - Andamento
dei valori dell’emo-
globina e dei reti-
colociti circolanti in
funzione della tera-
pia praticata nel cor-

- Hb so del ricovero.

== reticolociti

di tacrolimus di 7.4 ng/dL e di everolimus di 4.3 ng/dL)
e quindi a 6.5 g/dL al momento del ricovero. Gli esami
praticati ai controlli ambulatoriali permisero di esclude-
re una forma ferro-carenziale. Il 10 novembre inizio tera-
pia con epoietina 3 al dosaggio di 10 000 UI sottocute alla
settimana che non sorti alcun beneficio. Al momento del
ricovero il paziente lamentava astenia, dispnea a riposo,
epigastralgia, ed erano presenti lesioni papulose cuta-
nee alivello del cuoio capelluto e febbricola. Gli esami di
laboratorio confermarono la grave anemia e rilevarono
la quasi assenza dei reticolociti circolanti (<0.2%) (Fig.
1). I test di coombs, l'aptoglobina, la bilirubina, le tran-
saminasi e il sangue occulto delle feci risultarono tutti

negativi. Risultarono negativi anche CMV, EBV, HBYV,
HCV, HIV, Herpes-virus. Non erano presenti segni clini-
ci o sierologici di vasculite. Fu eseguita una gastrosco-
pia che evidenzio una gastrite erosiva antrale in assenza
di sanguinamento e all'esame istologico un focolaio di
metaplasia intestinale. Il paziente fu sottoposto a emo-
trasfusioni e venne sospeso I'everolimus. L'emoglobina
raggiunse valori di 8.7 g/dL. Lanemia inizialmente si
accompagno ad una transitoria leucopenia (WBC: 3800)
e ad una inversione della formula leucocitaria (L: 54.7%
e N:33%). Fu quindi praticato un ago-aspirato-midollare
che confermo un quadro compatibile con ‘pure red cell
aplasia’ (PRCA) acquisita. Alla luce di questo dato, nel

TABELIA II - TERAPIA DELLA ‘APLASIA ERITROCITARIA PURA’ (PRCA)

Sindrome di Biamod Blackfan
Emotrasfusioni
Corticosteroidi

Danazolo

Congenita
Idiopatica

Infezioni

Parvovirus B19:

Corticosteroidi (prednisone 1-2mg/kg/die)
IgVena (0,4 g/kg/die x 5-10 gg)

Acuta

Malattie Linfoproliferative

Leucemia LGL; Timoma (5% dei casi)
Terapia specifica della malattia di base; Timectomia.
Malattie Autoimmuni

Les; AR; Anti-r-Hu-Epo:
Corticosteroidi (1 mg/kg/die)
Ciclofosfamide

Ciclosporina

Anti-CD20 (rituximab)
Alemtuzumab

Plasmaferesi

Timoglobuline (ATG)

Acquisita

Cronica
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Fig. 2 - Parvovirus B19: Manife-
stazioni cliniche, alterazioni ema-
tologiche, risposta anticorpale e
diagnosi.
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sospetto di una forma indotta da anticorpi anti-eritropo-
ietina venne sospesa la sua somministrazione (Fig. 1)
e dosato il livello sierico a distanza di una settimana
che risulto superiore alla norma (195mU/mL con v.n.
3.7-29.5 mU/mL). Contemporaneamente fu avviata la
ricerca del parvovirus B19 a livello sierico e nel mi-
dollo che risulto positiva: 50 753 copie a livello perife-
rico e 4.2x10 copie/mL nel sangue midollare. Fu po-
sta quindi diagnosi di PRCA indotta da infezione da
parvovirus B19. Si aumento quindi la posologia del
prednisone a 20 mg/die e si inizio terapia con Im-
munoglobuline endovena (IgVena 0.4g/kg/die) per
5 giorni consecutivi. Al momento della dimissione,
24 dicembre, i valori del’Hb erano stabili a 9.5 g/dL
e i reticolociti 0.4%. Si prosegui la terapia immuno-
soppressiva con prednisone 20 mg/die e tacrolimus
4 mg/die. Ai controlli ambulatoriali del 28 dicembre
il valore dell’emoglobina era di 11.2 g/dL con una
conta reticolocitaria del 12.4% (Fig. 1). Il 23 febbra-
io 2011 i valori dell’emoglobina erano di 13.2 g/dL
e i reticolociti stabili a 1.2%. Tale quadro persiste a
distanza di 4 mesi con valori di creatinina compresi
fra 0.9-1 mg/dL. Terapia attuale: tacrolimus (livelli 6
ng/mL), prednisone 5 mg.

Discussione

La quasi totale assenza dei reticolociti nel nostro pa-
ziente ci fece orientare verso una forma di anemia

iporigenerativa coinvolgente esclusivamente la serie
rossa. Cio imponeva una diagnosi differenziale fra
diverse condizioni predisponenti alla PRCA, quali
l’assunzione di farmaci immunosoppressivi, 1’eritro-
poietina (9), le infezioni (8) e le malattie linfoproli-
ferative. Nel caso clinico da noi descritto i sospetti
iniziali vennero riposti sulla possibile produzione di
anticorpi anti-EPO (9), sulla possibile implicazione
dei farmaci immunosoppressori assunti dal paziente
e sulla infezione da parvovirus B19. Nella impossibi-
lita di dosare direttamente gli anticorpi anti-EPO fu
valutata la quantita di eritropoietina circolante che
risulto a livelli sei volte maggiori (195 mU/mL) il li-
mite normale (30 mU/mL). Tale dato ci fece dedur-
re che I'anemia avesse indotto una iperproduzione
di eritropoietina da parte del rene trapiantato nor-
malmente funzionante e la totale assenza di anticor-
pi anti-EPO. Le tecniche di laboratorio di dosaggio
non riescono a distinguere l'eritropoietina esogena
da quella endogena per cui la valutazione della EPO
circolante fu fatta circa una settimana dopo l'interru-
zione del’EPO sottocute (emivita EPO: 1-2 giorni).
Cio ci permise di avere una stima reale della produ-
zione endogena. E dimostrato che ’epo ricombinan-
te puo indurre PRCA nei pazienti con insufficienza
renale cronica in emodialisi (9). Il tipo di eritropoie-
tina maggiormente capace di indurre la produzione
di anticorpi neutralizzanti ¢ I'epoietina o (9-14). Fra
il 1999 e il 2002 si sono registrati 95 casi in corso di
terapia con epoetina o contro i due casi della epoieti-
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na B (9). 1l nostro paziente assumeva epoietina 3 che
presenta delle caratteristiche meno immunogeniche
e quindi causa meno probabile di PRCA. La strada
percorsa fu quella della sospensione dell’everolimus
che puo indurre anemia. Fu dirimente ’agoaspirato
midollollare e la ricerca del parvovirus B19 sul san-
gue midollare e periferico (15). L'infezione da par-
vovirus B19 nei soggetti trapiantati spesso é sotto-
valutata. La condizione di immunosoppressione puo
determinare una viremia persistente silente che por-
ta ad una anemia cronica (16). Il virus ha come obiet-
tivo le cellule eritroidi del midollo osseo. A questo
livello trova un recettore, 'antigene P (17), espresso
abbondantemente sulla superficie degli eritrobla-
sti e un co-recettore, l'integrina alfa5B1 (18) senza
la quale il solo recettore P non sarebbe sufficiente
all’'integrazione virale e alla sua replicazione. I proge-
nitori eritroidi cosi infettati vanno incontro alla lisi e
alla apoptosi mediata da NS1 (proteina che regola il
ciclo vitale virale interferendo con segnali intracellu-
lari che ne determinano I’apoptosi) (19). Dopo circa
dieci giorni si ha la produzione di anticorpi specifici
neutralizzanti virali (IgM) seguita poi dalla produ-
zione di IgG (22) (Fig. 2). Lintroduzione della tec-
nica di rilevazione del virus in PCR ha dimostrato la
persistenza del DNA virale nel midollo osseo e nel
sangue periferico, per mesi o anche anni, sia in indi-
vidui immunocompetenti che non (16). Cio dimostra
che l'infezione da B19 € comune, puo restare silente,
puo determinare un’anemia cronica o puo dare una
crisi aplastica transitoria (Fig. 2) in dipendenza dalle
condizioni di immunocompetenza. Egbuna et al sot-
toposero a screening 212 pazienti trapiantati nel cor-
so di tre mesi. Di questi, 8 presentarono una grave
anemia non spiegata (ematocrito <30%; Hb< 7g/dL)
resistente alla eritropoietina, tre di questi (38%) ri-
sultarono positivi per B19 ricercato con tecnica PCR
(21). Cavallo et al hanno riportato che 11 (23%) di
48 pazienti trapiantati presentarono anemia da B19
(22) e cosi il lavoro di Bertoni et al (4 su 9 pazienti)
(23). La terapia si basa sull’utilizzo di IgVena le quali
si sono dimostrate efficaci con vari regimi differenti
come segnalato da diversi studi condotti, e di predni-
sone alla posologia di 1-2 mg/kg/die. In maniera
ubiquitaria la posologia piu utilizzata delle IgVena
¢ quella di 0.4g/kg/die per 5-10 giorni consecutivi
(24) (Tab. II). La completa eradicazione del virus
puo non verificarsi nei pazienti trapiantati immuno-
soppressi, questo espone alle recidive che si posso-
no osservare anche a distanza di mesi. Concludendo
possiamo dire che la diagnosi di PRCA da B19 nella
categoria dei pazienti trapiantati puo6 essere difficile

per molte ragioni. Spesso abbiamo una presentazio-
ne sintomatologica atipica della infezione e 'anemia
nel periodo post-trapianto potrebbe essere multifat-
toriale. Pertanto, il parvovirus non ¢ immediatamen-
te considerato nella lunghissima lista delle cause di
anemia. Nelle forme di anemia iporigenerativa con
bassa conta reticolocitaria nei pazienti trapiantati
dovrebbe essere considerata l'ipotesi di introdurre
come routine la ricerca del genoma virale in PCR tale
da consentirne una diagnosi precoce.

Riassunto

Il caso riguarda un soggetto di sesso maschile di 55 anni
portatore di trapianto renale in terapia immunosoppressi-
va con steroidi, everolimus e tacrolimus. Nel mese di no-
vembre 2010, dopo circa 45 giorni dal trapianto, il paziente
ha presentato un’anemia non responsiva alla terapia con
eritropoietina e scarsamente responsiva alle emotrasfusio-
ni. Gli esami praticati durante il ricovero hanno permesso
di escludere una forma di anemia secondaria e fatto so-
spettare una forma iporigenerativa (bassi valori di retico-
lociti). Nell'ipotesi che si trattasse di una forma indotta
dalla presenza di anticorpi anti-eritropoietina fu sospeso il
farmaco e dosata l'eritropoietina sierica i cui valori risul-
tarono superiori alla norma. I’esame dell’agoaspirato mi-
dollare evidenzio un quadro compatibile con una aplasia
midollare pura della serie rossa (PRCA) di tipo acquisito.
E risultata positiva sia sul siero che sul sangue midollare la
ricerca del parvovirus B19. Il paziente ¢ stato quindi trat-
tato con corticosteroidi (prednisone) e immunoglobuline
endovena (IgVena) con una graduale e lenta risoluzione
del quadro di aplasia midollare.

Parole Chiave. PRCA (aplasia pura della serie rossa),
Parvovirus B19, Trapianto renale
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TEST di VERIFICA - 3

1) Caratteristiche della PRCA:

a) E una aplasia midollare pura della serie rossa
b) I reticolociti circolanti sono aumentati

¢) Sono coinvolte tutte le linee cellulari midollari
d) Si presenta sempre in forma acuta

2) Parvovirus B19:

a) Sensibile alla terapia antivirale

b) Determina aprassia ed atassia

¢) Agente eziologico della quinta malattia

d) Appartiene alla famiglia degli ortomixovirus

3) Terapia della PRCA indotta da parvovirus B19

a) Ciclofosfamide

b) Rituximab

¢) Prednisone e IgVena.
d) Paracetamolo

Le risposte corrette alle domande sono a pag. 25
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