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ABSTRACT

Urinalysis in a pediatric patient with oliguria and cervical lymphadenopathy: role of automated image
analysis systems. Automated urinalysis instruments image-based for cell analysis can identify non-squamous
epithelial cells (NSE). Among these elements, expert pathologists can distinguish the so called Decoy Cells (DC),
Polyomavirus BK (BKV)-infected elements primarily seen in immunocompromised patients. Epstein-Barr virus (EBV)
infection can induce a transient immunosuppression in immunocompetent patients, and this could lead to a
reactivation of a latent BKV infection in urothelial cells: this is a rare event in pediatric patients. This study reports the
case of a 4 year-old child with lateral lymphadenopathy, fever and oliguria. Automated urinary sediment analysis
evidenced the presence of many NSEs identifed as DC, generating a subsequent virological investigation with a final
diagnosis of concomitant BKV and EBV infection. The combination of an automated technology, an efficient
middleware and the expertise of the laboratory professionals , allowed the proper identification of these peculiar
reactive elements, which could easily be mistaken for malignant atypical cells.

INTRODUZIONE

Il paziente & un bambino di 4 anni con
adenomegalia latero-cervicale e febbricola associate
ad oliguria, anamnesi negativa per patologie di rilievo
o0 per assunzione recente di farmaci. Il pediatra
richiedeva prelievo ematico ed analisi di campione di
urina per accertamenti.

L’esame emocromocitometrico (sangue intero
raccolto in K2-EDTA, analizzato su LH 780, Beckman
Coulter) non mostrava alterazioni quantitative
significative a carico di eritrociti, emoglobina, piastrine,
leucociti, sottopopolazioni leucocitarie, ad eccezione
di una lieve monocitosi (monociti 1,27x10°L, i.r. 0,10-
1,00). Tali dati venivano confermati all’'osservazione
microscopica su striscio di sangue periferico
(colorazione di Wright), con unica segnalazione di “rari
linfociti attivati”. Gli esami biochimici di base, inclusa
creatinina, proteina C reattiva e titolo anti
streptolisinico, risultavano all’interno degli intervalli di

riferimento. All'esame chimico-fisico e morfologico
delle urine (Aution Max AX-4030, A. Menarini e Iris
iQ200 Sprint, Beckman Coulter) i parametri chimico-
fisici non presentavano alterazioni significative; la
microscopia automatizzata segnalava la presenza di
eritrociti (RBC 16/ul) ed elementi cellulari con diametro
di 20-40 pm classificati nella categoria cellule epiteliali
non squamose (NSE), pari a 18/ pl (Figura 1).

Secondo le regole impostate dal laboratorio, il
campione veniva sottoposto alla revisione
microscopica da parte di un operatore esperto per la
presenza di: eta <12 anni, NSE = 3/pl, incongruenza
tra presenza di eritrociti ed assenza di emoglobina.

Il sedimento urinario veniva cosi esaminato in
microscopia a contrasto di fase a 40 e 100
ingrandimenti  (Figura 2a) per un migliore
apprezzamento delle caratteristiche morfologiche degli
elementi identificati come NSE; ulteriore conferma &
stata di seguito ottenuta attraverso valutazione delle
cellule in citologia in fase liquida (1) con colorazione
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Figura 1

Elementi uroteliali (morfologia tipo decoy cells “comet-like”) classificati nella categoria cellule epiteliali non squamose: si tratta di cel-
lule isolate con citoplasma a margine irregolare, ipertrofia nucleare e addensamenti cromatinici (elementi 18/ul). Analizzatore IRIS

iQ200 Sprint.

Figura 2a

Elementi uroteliali con addensamenti cromatinici intranucleari
riconducibili a decoy cells; sedimento urinario osservato in
microscopia oftica a contrasto di fase (ingrandimento 100x)

Papanicolaou (Figura 2b) . Si evidenziavano elementi
cellulari generalmente isolati con ipertrofia del nucleo
e con addensamenti cromatinici addossati alla
membrana nucleare che appariva liscia e regolare. I
nucleo si presentava tipicamente “a vetro smerigliato”
data la presenza di un’inclusione intranucleare e si
disponeva in posizione eccentrica conferendo
unitamente a una forma caudata del citoplasma un
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Figura 2b

Limmagine ottenuta in citologia urinaria mostra un raggruppa-
mento di cellule "decoy-like". Si puo notare il nucleo ipertrofico
con tipico aspetto a vetro smerigliato ed emarginazione della
cromatina lungo la membrana nucleare (ThinPrep,
Papanicolaou, M.O. ingrandimento 60x)

aspetto definito comet-like suggestivo per decoy cells
(fenotipo 4) (2)

Alla luce di tali reperti sono state raccolte ulteriori
notizie anamnestiche contattando il pediatra dal quale
si apprendeva che il bambino una settimana prima
dell'esecuzione degli esami aveva effettuato un
accesso al Pronto Soccorso di altro Ospedale per
episodio di disuria e stranguria. Visti gli elementi di
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natura reattiva riscontrati nel campione urinario e
considerato il quadro clinico, si concordava la
rivalutazione del sedimento a distanza di una
settimana, che, effettuato, mostrava il persistere degli
elementi uroteliali attivati.

Sulla base del quadro citologico urinario indicativo
di infezione da BKV e della concomitante
sintomatologia del bambino suggestiva per infezione
da EBV, si ipotizzava una co-infezione virale e veniva
suggerito il ricorso ad indagini di diagnostica
virologica. | risultati confermavano l'infezione primaria
da EBV con IgG ed IgM anti-VCA positive (CMIA -
Architect, Abbott) e 1gG anti-EBNA negative (ELFA -
Vidas, Bio Merieux).

Sul campione urinario venivano ricercati gli acidi
nucleici virali mediante PCR Real-Time per la
determinazione quali-quantitativa del DNA di BKV
(ELITeGroup S.P.A.): il risultato quantitativo di
>14.000.000 copie/mL confermava quanto sospettato
originariamente in base al quadro citologico.

DISCUSSIONE

L'infezione da BKV & ubiquitaria ed endemica e si
contrae generalmente durante la prima infanzia, con
picco di sieroconversione trai 2 e i 5 anni di eta e con
sieroprevalenze dimostrate fino al 90% nella
popolazione adulta. L'infezione primaria decorre
frequentemente in modo asintomatico ma pud
presentarsi con un quadro simil-influenzale a
risoluzione spontanea caratterizzato da febbre e
sintomi a carico delle vie respiratorie superiori, piu
raramente con sintomi da interessamento delle vie
urinarie (cistite). Dopo l'infezione primaria, il BKV entra
in uno stato di latenza all'interno di vari tipi di cellule,
tra cui quelle uroepiteliali e renali. Sebbene bassi livelli
di replicazione virale siano documentabili anche in
soggetti  immunocompetenti, la riattivazione
dell’infezione ed i relativi quadri clinici che ne derivano
si accompagnano tipicamente a situazioni cliniche di
immunodepressione (ad esempio in pazienti trapiantati
d’organo o di midollo osseo, infezione da HIV). In
particolare, dato il tropismo del BKV per lI'epitelio
nefro-urinario, le manifestazioni piu comuni
dell'infezione nel paziente immunocompromesso sono
rappresentate da cistite emorragica, stenosi ureterale
e nefrite tubulointerstiziale. In tutti questi casi il virus
esercita un effetto citopatico determinando alterazioni
cellulari classificate, in base agli aspetti morfologici, in
quattro diversi fenotipi noti globalmente in citologia col
termine di DC, la cui ricerca su sedimento urinario
rappresenta un utile test diagnostico per infezione da
BKV. Numerosi studi hanno confermato I'esistenza di
una correlazione tra BKV e alterazione della funzione
del rene trapiantato: in questi casi la segnalazione di
DC nel sedimento urinario &€ da considerarsi utile
informazione nel monitoraggio dell'iter terapeutico.

Rari casi sono riportati di infezione sintomatica
delle basse vie urinarie da BKV in bambini

immunocompetenti (3-7); a questi si aggiunge un caso
di infezione asintomatica documentata dopo
identificazione di DC nel sedimento di un bambino
affetto da mononucleosi infettiva (8)

Nel paziente da noi studiato non e stato possibile
stabilire se I'infezione da BKV fosse dovuta a infezione
primaria (molto frequente in questa fascia di eta) o a
riattivazione di un’infezione latente: in entrambi i casi,
¢ ipotizzabile anche per il nostro paziente che
I'infezione da EBV possa aver determinato uno stato di
immunodepressione relativa transitoria favorendo la
replicazione del polyomavirus.

Il caso descritto mostra come la tecnologia
automatizzata di riconoscimento di immagini
unitamente con regole pre-fissate possa portare alla
revisione di casi significativi da parte di un operatore
esperto e consentire la definizione di una condizione
clinica altrimenti difficilmente inquadrabile sulla base
della sola sintomatologia clinica. In particolare,
'analizzatore a cattura d'immagine ha ricondotto
elementi uroteliali reattivi in NSE, categoria di elementi
cellulari con differente morfologia non ulteriormente
sottoclassificati dallo strumento (come ad esempio
cellule transizionali superficiali e profonde, cellule
tubulari renali, macrofagi). L'analisi strumentale ed i
criteri di revisione impostati nel nostro laboratorio
hanno consentito di avviare il campione alla revisione
microscopica del sedimento urinario da parte di un
operatore esperto. L' expertise dell’operatore ha
permesso la corretta identificazione delle DC presenti
nel campione del nostro paziente, elementi che
avrebbero potuto essere interpretati erroneamente
come cellule atipiche neoplastiche.

L’adeguata identificazione delle cellule in esame ha
quindi consentito il corretto trasferimento di
informazioni al medico richiedente anche in virtu di
questo commento interpretativo al referto: "Presenza
di elementi cellulari di verosimile natura reattiva. Si
consiglia esame di controllo previo accordo con il
laboratorio". Dato il decorso autolimitante di questi
quadri nel soggetto immunocompetente si &
concordato un esame di controllo a distanza, che ha
dimostrato, a 2 mesi dalla prima osservazione, la
scomparsa degli elementi reattivi nel campione
urinario.

In conclusione, in un laboratorio ad elevata
produttivita, gli analizzatori urinari a microscopia
automatizzata basati su tecnologia a rete neurale
associati a regole personalizzate di validazione e
revisione dei campioni, un efficiente middleware e
I'esperienza degli operatori, hanno consentito la
corretta identificazione e segnalazione di cellule
altrimenti confondibili con elementi atipici/maligni che
avrebbero indotto ad approfondimenti diagnostici inutili
e potenzialmente dannosi.
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