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RESUMO

Embora as diferentes estratégias de monitorizacdo do Citomegalovirus
(CMV) pos transplante de o6rgaos solidos (TOS) sejam baseadas no risco de
desenvolvimento de doenga ativa, ndo existe um ponto de corte da carga viral
estabelecido universalmente para inicio de inicio de terapia preemptiva (TP). Esse
estudo se propde a determinar o ponto de corte para monitorizacdo do CMV
baseado na antigenemia pp65 (Agpp65), cinética viral e desfecho clinico em uma
coorte de recetores de transplante cardiaco (RTC) em cenario de alta prevaléncia.
Foi realizado um estudo prospectivo envolvendo pacientes que receberam
transplante cardiaco no Hospital de Clinicas da Unicamp no periodo de dezembro de
2011 a dezembro de 2013. As amostras de plasma foram obtidas semanalmente até
180 dias pos transplante e sempre que houvesse suspeita de doenga ativa pelo
CMV. A Agpp65 e o o teste de amplificagcdo do acido nucléico quantitativo (QNAT)
foram analisados concomitantemente. A concordancia entre os testes foi avaliada
através do coeficiente Kappa (k). A curva ROC para os valores de ponto de corte da
carga viral foi calculada com base no valor especifico da Agpp65 = 5 células
positivas/100.000 leucdcitos, assim como os demais parametros do teste. A

estimativa da cinética viral no plasma foi calculada através do doubling time (dt).

No periodo foram avaliados 25 RTC, todos com sorologia IgG positiva
para CMV.Durante o seguimento clinico 15 (60%) dos pacientes apresentaram
infeccdo ativa ou doenga pelo CMV. Das amostras analisadas, 116 (35,3%)
apresentaram resultados discordantes, sendo que 100 (30,3%) foram positivas
exclusivamente pelo QNAT. Linearidade foi observada entre os testes e a area sob a
curva ROC foi de 0.8686493 (0.8081144 -0.9291842). Em relagao aos parametros

do CMV QNAT, um ponto de corte = 565 Ul/ml (1000 copias/ml) mostrou acuracia



diagnostica (AD) de 88,4% e valor preditivo negativo (VPN) de 92,9%. Para o ponto
de corte 21695 Ul/ml (3000 copias/ml) a AD foi pouco menor (88,4%), porém o VPN
caiu para 88,7% e a sensibililidade para 45%. Em relagcao a cinética viral, a carga
viral inicial foi maior entre os que necessitaram de TP, porém n&o significativa
(p=0,106). O dt foi menor no grupo que apresentou doenca pelo CMV (p=0,024).
Apos o inicio do tratamento, o tempo para supressao viral foi maior quando avaliado
pelo método QNAT do que pela Agpp65 (p = 0,023). Ao analisar retrospectivamente,
54% dos pacientes apresentavam QNAT positivo ao final do tratamento. Os

desfechos clinicos nos grupos com e sem CMV ativo foram semelhantes.

Considerando a performance dos parametros obtidos, o ponto de corte
definido para definir infeccdo ativa e inicio da terapia preemptiva em RTC
assintomaticos e com risco intermediario para o desenvolvimento de CMV foi de 565
Ul/ml (1000 copias/ml). Em nosso estudo menores dt foram relacionados a maior
risco de doenga 6rgéo invasiva. A maior sensibilidade e possibilidade de obtengao
de dados sobre a cinética viral estdo entre as principais razdes pelas quais 0 QNAT

tem se firmado como o método de preferéncia para a monitorizagao do CMV.

Palavras-chave: Citomegalovirus.Transplante de coragcao.Carga Viral.



ABSTRACT

Although different surveillance strategies for cytomegalovirus (CMV) after
solid organ transplant (SOT) are recommended based on the risk of active disease, a
specific quantitative viral load threshold for starting preemptive therapy has not been
established universally. This study was performed to determine a viral load threshold
for monitoring CMV infection based on antigenemia pp65 (pp65Ag) viral kinetics and
the clinical outcome in a cohort of heart transplant recipients (HTR) in a high-
prevalence setting.

A prospective study was performed involving HTR at a Clinics Hospital of
the State University of Campinas from December 2011 to December 2013. Plasma
samples were obtained weekly until 180 days post-transplantation and whenever
CMV disease was suspected. Pp65Ag and CMV quantitative nucleic acid
amplification testing (QNAT) were analyzed concomitantly. The agreement between
tests was evaluated using the kappa coefficient (k).Receiver-operating characteristic
(ROC) curves of viral load cut-off values were calculated for the specific pp65Ag
value (= 5 positive cells/100,000 leukocytes) as well as others parameters assay. An
estimation of CMV plasma viral load kinetics was calculated using the viral doubling
time (dt).

Three hundred twenty-nine samples were evaluated from 25 heart
transplant recipients with CMV serology reagent pretransplantation. During the follow-
up, 15 (60%) patients had active CMV infection or disease. In 116 (35.3%) samples,
discordant results were observed, in which 100 (30.3%) were positive by CMV QNAT,
exclusively. Linearity was observed between the assays, and the area under the
ROC curve was 0.8686493 (0.8081144 -0.9291842). Regarding QNAT CMV

parameters, a threshold of = 565 IU/ml (1,000 copies/ml) showed a diagnostic



accuracy (DA) of 88.4% and a negative predictive value of 92.9%. For a threshold
higher than 21695 1U/ml (3,000 copies/ml), DA was slightly reduced (87.2%), the
negative predictive value decreased to 88.7% and the sensitivity was 45%. An
analysis of viral kinetics showed that patients who developed CMV disease had a
significantly lower doubling time (p = 0.024). Clinical outcomes were similar between
those groups with and without active CMV infection or disease.

Considering the performance parameters, the local threshold chosen for
defining active CMV infection and beginning preemptive CMV therapy in
asymptomatic HTR at intermediate risk of CMV was = 1,000 copies/ml. Viral kinetics,
expressed as doubling time values, could predict the progression to CMV disease in
this group. These results reinforce the necessity of QNAT implementation as a follow-
up for solid organ transplant recipients mainly in a preemptive therapy scenario with
the continuous reassessment of the adequate threshold based on the risk group and
clinical outcome.

Key words: Cytomegalovirus. Heart Transplantation. Viral Load
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1. Introducgéao
1.1. Descrigado do patégeno

O Citomegalovirus (CMV) é um [ herpesvirus tipo 5 de distribuicao
mundial. A prevaléncia € inversamente proporcional ao estado socioeconémico,
chegando a infectar aproximadamente 100% da populagdo adulta nos paises
africanos e em torno de 60-70% nos Estados Unidos (1;2). No Brasil, dados obtidos

de doadores de sangue revelam prevaléncia em torno de 96,4%(3).

A transmissdo pode ocorrer através da saliva, contato sexual, transfusao
de hemoderivados, transplante de o6rgdos solidos (TOS) ou de células tronco
hematopoiéticas (TCTH), durante o aleitamento materno e transplacentaria, sendo
que a infeccdo primaria ocorre em pacientes que nao foram infectados pelo CMV
previamente (4). Em individuos saudaveis geralmente € assintomatica, no entanto,
pode manifestar-se de formas variadas, como a sindrome da mononucleose-like em

adultos jovens ou na forma de doenga grave e fatal em neonatos (1;4).

Apos a infeccdo aguda o CMV estabelece laténcia em células da
linhagem mieldide, tecido endoltelial vascular, células epiteliais renais e glandulas
salivares. O mecanismo que controla a laténcia e a reativagao viral permanece
pouco conhecido, porém estados de imunossupressdao como tratamento
quimioterapico, sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (SIDA) e tratamento

anti rejeicao em receptores de TOS e TCTH estao claramente implicados (1;4).

A infeccao secundaria tanto pode representar a reativacdo em um
individuo previamente infectado como a reinfecgdo por um novo subtipo viral em

uma pessoa ja imune (1).

1.2. Infecgao por CMV pés TOS

A despeito das estratégias de prevencao utilizadas, a infeccdo e doenca
pelo CMV sédo uma das complicagdes mais comuns pés TOS e causam significativa
morbidade e mortalidade (5;6).

A incidéncia varia de 8% a 50% (quadro 1) de acordo com o tipo de 6rgéo
transplantado, perfil soroldégico pré transplante e imunossupressao (7). O risco é

maior em receptores ndo imunes previamente (R-) que recebem 6rgado de um doador
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positivo (D+) (mismatch primario), em pacientes que utilizam terapia anti-rejeicéo
com anticorpo antilinfécito e nos transplantes combinados de rim/pacreas e

pulmao/coracéo (8;9).

Sem o uso de estratégias de prevencao, a infecgdo pelo CMV ocorre
habitualmente dentro dos trés primeiros meses apds o transplante, porém podem

ocorrer mais tardiamente em pacientes que recebem profilaxia (10;11).

Quadro 1: Incidéncia de Citomegalovirus pds transplante de 6rgéos solidos(7)

Orgao Infecgao Doencga
Rim 8-32% 8%
Coragao 9-35% 25%
Figado 22-29% 29%
Pulmao, Pulmao/Coragao 39-41% 39%
Pancreas, Rim/Pancreas 50% 50%

Os efeitos diretos do CMV manifestam-se com sintomas tipo flu-like ou
doenga 6rgdo invasiva como esofagite, colite, hepatite, pneumonia, doenga do
sistema nervoso central, retinite, entre outras. Além disso, os efeitos indiretos que
resultam da resposta imune gerada a partir da replicagao viral prolongada podem
levar a ocorréncia de infecgdes superpostas, episédios de rejeicdo aguda e crdnica
(cardiac allograft vasculopathy- CAV) culminando com a lesdao do enxerto
(5;6;12;13).

1.3. Diagnéstico laboratorial

Dada a magnitude e morbidade da infecdo e doenca pelo CMV, a
monitorizacao viral pos transplante visando o diagnostico precoce da viremia € inicio
da terapia antiviral tem sido fortemente recomendada. Além disso a deteccdo do
virus nos tecidos e fluidos faz se necessario em casos de suspeita de doenga érgéo

invasiva.
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Nesse contexto, os testes de detecgédo e quantificagcdo da carga viral sdo

base fundamental para o diagndéstico e manejo da infecgao.

1.3.1. Métodos de detecc¢ao direta no compartimento sanguineo

Tanto a deteccdo da antigenemia pp65 (Agpp65) como o teste de
amplificagcdo do acido nucléico quantitativo (quantitative nucleic acid amplification
test- QNAT) no compartimento sanguineo (DNAemia) podem ser utilizados para
diagndstico da infecgao/doenga, monitorizagdo da resposta ao tratamento antiviral e

para predizer o risco de evolugao para doencga (5;14).

Todavia, diretrizes clinicas mais recentes tém recomendado o uso do
QNAT como método de preferéncia devido a maior sensibilidade diagnéstica, menor
tempo de execucgédo, realizagcdo em larga escala e pela possibilidade mais acurada

de analise da cinética viral (Quadro 2) (5;14;15).
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Quadro 2: Caracteristicas dos testes de deteccdo Agpp65 e QNAT para

monitorizagéo e diagnostico do CMV

Agpp65

QNAT

» Facil padronizagao
» Alta especificidade

Vantagens

Alta sensibilidade
Alta especificidade
Tempo de execucao
Permite
armazenamento
amostra

Realizado no plasma

Teste em larga escala

*  Amostra perecivel

* Tempo de execugao

» Técnico experiente

Desvantagens . .

* Microscépio para
imunoflorescencia

* Neutropénicos

Dificil padronizacao
Equipamentos alto
custo

Possibilidade de

contaminacao

O material utilizado para deteccdo do CMV também tem sido alvo de

discussdes (16). Embora diversos estudos tenham demostrado maior sensibilidade

do sangue total (17-19), o plasma vem sendo utilizado por muitos centros para o

diagndstico laboratorial da infecgao (20-23).

Lisboa et al demonstraram que a persisténcia da DNAemia no plasma

21 dias ap6s tratamento foi melhor preditor de recorréncia viroldgica quando

comparado ao sangue total (24). Além disso, Babady et al ao analisarem plasma de

receptores de TCTH, verificaram maior capacidade de deteccao da DNAemia (25).

Assim, estudos mais recentes de determinacdo de ponto de corte e

analise da cinética viral tem utilizado preferencialmente o plasma (21;26), porém

cabe ressaltar que independentemente do método utilizado, recomenda-se a adogao

do mesmo material para seguimento longitudinal do paciente (5;16).



27

1.3.2. Diagnéstico da Doenga Orgao Invasiva

O diagndstico da doenga 6rgao invasiva € baseado na detecgdo do virus
diretamente no tecido acometido, através da visualizacdo de inclusdes virais ou
detecgao de antigenos pelos meétodos de cultura, imunohistoquimica ou hibridizagao
in situ, exceto nos casos de retinite. Como a detecgado pode ser limitada ao 6rgéao
alvo, sobretudo na doenga gastrointestinal, a utilizagdo exclusiva do plasma ou

sangue ou sangue nao é recomendada (5;27).

Nos casos em que nao € possivel a realizacdo da bidpsia, o método de QNAT
pode ser utilizado para a detec¢cdo do virus em fluidos como lavado broncoalveolar
ou liquido cefalorraquideo, porém os resultados positivos podem refletir apenas
excrecgao viral e ndo a infecgdo propriamente dita. Nessa situagdo o diagnédstico é

feito de forma presumida, associado a apresentagao clinica da doenca.(27).

1.3.3. Métodos de Monitorizagao Imunolégica

Embora seja comum o desenvolvimento de DNAemia em receptores de
TOS, muitos pacientes desenvolverdao apenas de forma transitéria e assintomatica e
apresentarao resolugao espontanea e sem a necessidade do tratamento antiviral
(28;29).

Como a resposta das células T especificas parece ser um fator critico
para a resposta imune antiviral durante a reativagdo pos transplante, foram
introduzidos na pratica clinica testes capazes de auxiliar na monitorizacdo do risco
de cada paciente (5;29). A maior parte se baseia na deteccao de IFN — y apos
estimulo com antigenos ou peptideos especificos do CMV (4). Outros marcadores
como Interleucina 2 (IL 2) e fator de necrose tumoral a (TNF a) também tem sido
utilizados para correlagao (5).

Esses testes visam detectar pacientes que possam se beneficiar das
diferentes estratégias de prevencao pos transplante através da avaliacédo do risco de
desenvolvimento de CMV tardio, recorréncia apds tratamento e capacidade de
clareamento viral espontaneo (30). Apesar de os dados acumulados sugerirem
beneficio dessa forma de monitorizacdo, sdo necessarios estudos robustos que

comprovem a eficacia e aplicabilidade clinica desses métodos. (30).
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1.4. Estratégias de prevengao
Atualmente duas estratégias de prevencédo podem ser utilizadas para
reducao da doenca e dos efeitos indiretos do CMV : profilaxia universal e terapia

preemptiva, com significativa variagao entre os centros (5).

1.4.1. Profilaxia universal

Define-se como profilaxia universal a utilizacdo do antiviral pos-transplante
independentemente da deteccédo de Agpp65 ou QNAT. Esta aboradagem suprime a
replicagao viral e é indicada para pacientes com alto risco de desenvolvimento da
doenga, como mismatch primario (D+/R-), receptores de transplante de pulméo,
coragao e pulméo/coragao (5;15;31). Fatores logisticos como dificuldade de acesso
ao servico de saude e recursos laboratoriais podem influenciar a escolha da

estratégia adequada para cada paciente.

Neste caso os pacientes recebem o antiviral por um periodo de 3 a 6
meses pos transplante e n&o necessitam de monitorizagdo laboratorial periddica
(9;32). Apesar de muitos antivirais ja terem sido utilizados, atualmente o ganciclovir

intravenoso ou o valganciclovir oral sdo as drogas de escolha (5;14;15).

Entre as principais desvantagens desse esquema podemos citar o custo
da droga, possivel toxicidade, ocorréncia de CMV tardio apdés a suspensdo do

antiviral e possibilidade de desenvolvimento de resisténcia viral (quadro 3) (5;32).

Entretanto, o estudo IMPACT, ao comparar a eficacia da profilaxia com
valganciclovir por 200 versus 100 dias em receptores de transplante renal (D+/R-),
demonstrou que o maior tempo de profilaxia antiviral reduziu significativamente a

incidéncia de DNAemia e doencga pelo CMV, com similar tolerabilidade e seguranca

(9).

1.4.2. Terapia preemptiva

A terapia preemptiva (TP) baseia-se na monitorizagdo sistematica da
replicagéo viral e instituicdo do tratamento antes do desenvolvimento de sinais ou
sintomas da doenga ativa, ou seja, assim que detectado o limiar de DNAemia no

qual o risco de evolugado supere os possiveis efeitos adversos da terapia antiviral.
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Deve ser utilizada em pacientes com risco baixo a intermediario para o
desenvolvimento do CMV. Possui boa eficacia e tem como principal vantagem evitar
a toxicidade e custo do uso prolongado do antiviral, minimizar a ocorréncia de CMV
tardio e resisténcia viral (quadro 3) (33-36). Entretanto para o seu sucesso é
necessaria correta adesdo do paciente as coletas periddicas, laboratério

especializado e logistica para instituicdo do tratamento em tempo habil.

Devido as diferencas interlaboratoriais, atualmente nao existe um ponto
de corte estabelecido para o inicio da TP, seja o método utilizado a Agpp65 ou o
QNAT. As recomendagdes atuais sugerem que esse valor seja determinado
localmente, baseado nas caracteristicas da populagdo estudada como o estado
sorolégico pds transplante, o tipo de 6rgédo transplantado, a imunossupressao

utilizada e a metodologia laboratorial (5;14;15;32).

De forma geral, recomenda-se a determinacdo de um limiar mais baixo
para grupos com maiores riscos, sendo que alguns autores preconizam o inicio da

TP com qualquer valor detectado de DNAemia (10;37).

Maior concordéncia entre os diferentes centros deve ser obtida devido ao
langamento do padrao de calibragao internacional pela OMS em 2010 para os testes
de QNAT, sendo que todos os kits comerciais e testes desenvolvidos in-house
devem ser recalibrados (38;39). Estudo recente tem mostrado boa correlagdo entre
os testes realizados em diferentes laboratorios utilizando essa metodologia (40;41).

Estratégia hibrida com realizagdo da profilaxia universal e monitorizagao

sistematica apds sua suspensao tem sido utilizada por alguns centros (29).
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Quadro 3: Comparagao das estratégias de profilaxia universal e terapia preemptiva

para manejo do CMV pods transplante de érgaos sélidos (5).

Profilaxia Universal Terapia Preemptiva
DNAemia precoce Raro Comum
Preveng¢ao CMV doenca Boa eficacia Boa eficacia

(Exceto populagao alto risco)

CMV tardio Comum Raro
Resisténcia Pouco comum Pouco comum
Implementagao Relativamente facil Mais trabalhosa
Outros herpes virus Previne Nao previne
Infecgbes oportunistas Pode prevenir Desconhecido
Custos Droga Monitoramento
Seguranga Toxicidade droga Menor risco toxicidade
Rejeicao Pode prevenir Desconhecido

1.4.3. Imunoglobulina anti CMV

Dados sobre a utilizagdo da imunoglobulina anti CMV (CMVIg) para
profilaxia sdo limitados, principalmente quando realizada a terapia antiviral
adequada, porém meta analise realizada por Bonaros et al em receptores de TOS,
revelou que pacientes que receberam CMVIg apresentaram maior sobrevida e
menor mortalidade associada ao CMV. Nesse grupo a incidéncia de doenga também
foi significativamente reduzida, entretanto episodios de infec¢ao e rejeicdo nao foram

influenciados (42).

1.5. Contexto brasileiro

Apesar do numero crescente de transplantes de 6rgaos solidos no Brasil
(43), nédo existem diretrizes clinicas universalmente padronizadas, para a nossa
populacado, sendo que os centros transplantadores utilizam diferentes estratégias de
prevencao, diagndstico e tratamento para manejo do CMV, baseadas principalmente

na literatura internacional (44-47).
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Devido a alta prevaléncia da infeccdo entre doadores e receptores de
TOS, a terapia preemptiva constitui-se em opcéo viavel de monitorizagdo do CMV
em nosso meio, 0 que torna imprescindivel a determinagdo de um ponto de corte
para inicio da terapia antiviral que seja definido localmente e considere fatores

clinicos, laboratoriais e caracteristicas especificas dos receptores.

Assim, esse estudo se propde a determinar um ponto de corte da carga
viral de citomegalovirus para inicio de terapia preemptiva baseado na correlagao
com a antigenemia pp65, cinética viral e desfecho clinico entre receptores de

transplante cardiaco em cenario de alta prevaléncia.
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2. Objetivos
Objetivo geral
* Definir o limiar de positividade (ponto de corte) da carga viral
quantitativa do citomegalovirus para deteccado de infecgao ativa e inicio de terapia
preemptiva baseado na correlagdo com a antigenemia pp65, cinética viral e

desfecho clinico em receptores de transplante cardiaco.

Objetivos especificos
Entre receptores de transplante cardiaco:

» Avaliar a incidéncia de infeccdo ativa e/ou doenga por citomegalovirus
baseada nos parametros da antigenemia pp65.

 Comparar o desempenho da reagcao em cadeia da polimerase em
tempo real quantitativa e a antigenemia pp65 no diagndstico de infecgcao ativa e/ou
doenca por citomegalovirus

* Avaliar a cinética viral através da mensuragdo prospectiva da carga
viral através da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real,;

» Avaliar o desfecho clinico até 15 meses pds transplante.
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3. Pacientes e Métodos

3.1. Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo, descritivo, nao
ramdomizado, envolvendo pacientes receptores de transplante cardiaco (RTC) no
Hospital de Clinicas (HC) da Unicamp no periodo de dezembro de 2011 a dezembro
de 2013.

3.2. Pacientes
3.2.2. Critérios de selecao

3.21.1. Inclusao

* Todos os pacientes submetidos a transplante cardiaco no HC
UNICAMP no periodo de dezembro de 2011 a dezembro de 2013.

* |dade maior ou igual a 18 anos.
3.21.2. Exclusao

+ Obito antes do sétimo dia pds transplante.
3.3. Fonte e coleta de dados

Foi estruturado um formulario para coleta das variaveis de interesse
(Apéndice1). Os dados foram obtidos pelo proprio pesquisador através das

seguintes fontes:

. Avaliagdo durante as consultas de seguimento, internagéo

hospitalar ou com maior frequéncia se necessario.
. Prontuario médico do HC-Unicamp.

. Arquivo de registro da captagdo do Servico de Procura de
Orgaos e Tecidos (SPOT).

. Arquivo de dados do Programa de Transplante Cardiaco.

3.3.1. Variaveis de interesse



3.3.1.1.

3.3.1.2.

3.3.1.3.
3.3.1.3.1.

3.3.1.3.2.

Demograficas:
Doador: ldade, data de nascimento e sexo.

Receptor: Idade, data de nascimento e sexo.

Identificagao:

Iniciais do nome e numero do registro hospitalar.

Sorolégicas:

Doador:

Sorologia CMV (IgM e IgG).

Sorologia Toxoplasmose (IgM e 1gG).
Sorologia Epstein-Barr Virus (IgM e 1gG).
Sorologia para Doenca de Chagas.

Anti HIV.

Anti HCV.

Hbsag.

VDRL.

Receptor

Sorologia CMV (IgM e 1gG).

Sorologia Toxoplasmose (IgM e 1gG).
Sorologia Epstein-Bar Virus (IgM e IgG).
Sorologia para Doenca de Chagas.

Anti HIV.

34
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+ Anti HCV.
* HbsAg.
 VDRL.
3.3.1.4. Doenca de base
3.3.1.5. Presenca de comorbidades

« Hipertensao arterial e Diabetes mellitus.

3.3.1.6. Dados relativos ao Transplante
» Data transplante.
* Tempo de isquemia.

* Esquema imunossupressor utilizado.

3.31.7. Monitorizagao clinica pos-transplante

» Avaliacao clinica mensal ou mais frequente conforme indicacéao clinica.

3.3.1.8. Monitorizagao laboratorial pés-transplante

. Antigenemia pp65 e QNAT semanalmente até 180 dias pos

transplante ou a qualquer momento se suspeita clinica.

3.3.1.9. Desfecho clinico
 Infeccao ativa ou doenga por CMV.
* Tratamento antiviral.

* Duracao tratamento antiviral.
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» Desfecho episddio Infeccdo ativa ou doenga por CMV: Cura, 6bito ou

recorréncia.
* Rejeicao.
» Tratamento anti-rejeicéo
* OQutras infecgdes

» Causa e data do obito.

3.4. Protocolo de Imunossupressdo e profilaxia de outras infecgoes
oportunistas padronizado no Servigo de Transplante Cardiaco do HC-Unicamp
(48).

3.4.2. Pré-operatorio

+ Tratamento profilatico para estrongiloidiase com Tiabendazol (25

mg/kg) por 3 dias.

* Pacientes chagasicos: Introduzir alopurinol 300 mg 8/8h

indefinidamente.

» Micofenolato (MMF) 720 mg 12/12h quando comunicado a cirurgia.

3.4.2. Intra operatoério

* Metilprednisolona 500 mg EV ao despingamento da aorta.

3.4.3. Primeiro pés-operatoério

. Avaliar a necessidade de profilaxia contra toxoplasmose com
Sulfametoxazol-trimetropim 400/80 mg 12/12h por 3 meses (doadores com IgG

positivo e receptores com IgG negativo para Toxoplasma gondii).

. Profilaxia Pneumocystis jirovecii: sulfametoxazol-trimetoprim
400/80 mg 12/12h por 3 meses.



. Tiabendazol (25 mg/kg) D2.
. Nistatina 4 mL VO 6/6h por 30 dias.
. Metiprednisolona 250 mg EV 6/6h (D1).

. MMF 720 mg 12/12h.

3.4.4. Segundo poés-operatério
. Tiabendazol (25 mg/kg) D3.
. Metiprednisolona 250 mg EV 6/6h (D2).

. MMF 720 mg 12/12h.

3.4.5. Terceiro pés-operatorio
*  Metiprednisolona 250 mg EV 6/6h (D3).

+  MMF 72 Omg 12/12h.

*  Ciclosporina (Cya) 5 mg/kg/dia VO em duas tomadas.

3.4.6. Quarto pos-operatoério
*«  MMF 720 mg 12/12h.
+ Cya 5 mg/kg/dia VO em duas tomadas

* Prednisona 1 mg/kg/dia.

3.4.7. Quinto pés-operatorio

+  MMF 720 mg 12/12h.
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» Cya: Manter nivel sérico de 350-450 ng/mL até 3 meses pos transplante. Apds
3 meses 250-350 ng/mL.

* Prednisona: Reduzir a dose 2,5 mg por dia até dose de 0,2 mg/kg/dia.

3.4.8. Regime de manutencgéo

O regime de manutencgao foi inicialmente constituido pelo esquema triplice
MMF (360 a 1080 mg 12/12h), Cya (nivel sérico de 350-450 ng/mL até 3 meses poés
transplante e entre 250-350 ng/mL apds) e prednisona (1 mg/kg/dia).

Quando houve a reativagdo da Doenca de Chagas o MMF foi substituido
pela azatioprina (AZA). Em casos de rejeicao de dificil controle ou deterioragéo da

funcao renal, o Sirolimus foi utilizado.

3.4.9. Tratamento da rejeicao aguda

O Tratamento das rejeicdbes agudas foi realizado com base nas

recomendacgdes da Il Diretriz Brasileira de Transplante Cardiaco (Quadro 4).
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Quadro 4: Proposta Terapéutica da Rejeicao Aguda Celular Baseada no Grau das

Alteregbes Histoldgicas (49).

Disfuncao Ventricular

Biopsia ISHLT
2005 Ausente Presente
1R Sem tratamento adicional. Rever Pesquisar rejeicdo humoral e doenga
esquema imunosspressor. vascular do enxerto.
PO recente: Metilprednisolona 0,5 -1.09 | pQ recente: Metilprednisolona 0,5 — 1,0 g
oR IV por 3-5 dias. IV por 3-5 dias.
PO tardio: Prednisona 1 mg/kg/dia VO +
por 3-5 dias.
ATS 1,5 mg/kg/d por 5-7 dias.
(Pesquisar rejeicdo humoral )
PO recente: Metilprednisolona 0,5-1,0g PO recente:. Metilprednisolona 0,5 - 1,0 g
. IV por 3-5 dias.
IV por 3-5 dias.
3R +

+

ATS 1,5 mg/kg/d por 5-7 dias.

ATS 1,5 mg/kg/d por 5-7 dias.
(Pesquisar rejeigao humoral)

PO: Pés-operatorio; ATS: timoglobulina.

3.5. Protocolo da periodicidade de realizagcdo de bidpsias endocardicas

padronizado no Servigo de Transplante Cardiaco do HC-Unicamp (48)

As bidpsias endocardicas foram realizadas sempre que possivel sete dias

apos a realizagao do transplante e depois na seguinte periodicidade: Semanalmente

no primeiro més; quinzenalmente no segundo més e mensalmente até um ano pés

transplante (48).

3.6.

Protocolo de monitorizagcao diagnéstica e manejo terapéutico de

Citomegalovirus padronizado no Servico de Transplante Cardiaco do HC-

Unicamp

Monitorizagdo semanal com Agpp65 a partir da segunda semana até

180 dias pds Transplante.
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. Para o manejo e tomada de decisdes clinicas foram utilizados os

resultados da detecgédo do Agpp65 (método padronizado na instituigéo).

. N&o foi realizado imunoglobulina para prevengéo de CMV.

3.7. Manejo do CMV pés transplante cardiaco

Quadro 5: Profilaxia universal para CMV em transplantados cardiacos.

Estado sorolégico CMV Rotina HC-Unicamp

Ganciclovir 5 mg/kg IV a cada 24 h por 21 dias; seguida de
D+/R- monitorizagcdo semanal de antigenemia até o 6° més pos-
transplante.

Quadro 6: Monitorizagdo e tratamento preemptivo para CMV em transplantados

cardiacos.
Limiar de positividade Agpp65
Estado sorolégico Periodicidade para inicio tratamento*
D+/R+ Semanal (6 meses pos > 5
transplante)
D-/R+ Semanal (6 meses pos >5
transplante)
Semanal apds a suspensao da
D+/R- profilaxia universal até 6 meses =2
pos transplante

D-/R- Agpp65 se manifestagcdo clinica (sindrome febril, doenga orgao
invasiva ou rejei¢cao)

*células/100.000 leucocitos

3.71. Tratamento da Infec¢ao e doenga ativa

Quadro 7: Esquema de tratamento proposto.

Farmaco Posologia Duragao
Ganciclovir 5 mg/kg de 12 em 12 | Minimo de 21 dias e antigenemia
horas negativa por 2 semanas consecutivas




Quadro 8: Ajuste da dose de acordo com o clearance de creatinina.
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CiCr> 90 | CICr >50-90 | CICr 10-50 CICr <10 Hemodialise
Dose ml/min
ganciclovir |5 mg/kg IV |5 mgkg IV q|1.25-25 1.25 mg/kg 3x | 1.25 mg/kg 3x
q12h 12h mg/kg IV q | semana semana + dose
24h AD

* calculado de acordo com a férmula de Cockcroft-Gault

3.8.

Defini¢oes

3.8.1. Rejeigcao aguda

Foi definida de acordo com a padronizagdo da International Society of
Heart and Lung Transplantation (ISHLT), 2004 (Quadro 9).

Quadro 9: Padronizagdo dos graus de rejeicdo aguda em bidpsia miocardica de
acordo com a ISHLT, 2004 (50).

Graus

Achados histolégicos

OR

Auséncia rejeicao

1R, leve

Infiltrado intersticial e/ou perivascular com até 1 foco de dano

aos miocitos

2R, moderado

Dois ou mais focos de infiltrado associado a dano aos midcitos.

3R, grave

Infiltrado difuso multifocal

com dano aos miocitos+ edema + hemorragia * vasculite

"“R’denota revisado, para diferenciar da classificagdo de 1990.

3.8.2. Doencga ou infecgao por Citomegalovirus

Foi realizada de acordo com a padronizacdo da American Society of
Transplantation (AST), 2006(27).

. Infecgdo ativa pelo CMV: Infeccdo diagnosticada pela deteccdo do

virus in vitro, através de deteccao da inclusao viral intra-citoplasmatica ou intra-

nuclear, coloragdes baseadas em anticorpos em materiais histopatolégicos ou

achados que evidenciem replicacao viral como QNAT ou Agpp65.
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. CMV doenca: E definida pela evidéncia de infeccdo pelo CMV com
sintomas atribuidos. Pode ser subclassificada em sindrome viral pelo CMV ou

doencga 6rgao invasiva. As definicbes propostas estao listadas no quadro 10
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Quadro 10: Definicao de doenga pelo CMV em receptores de transplante de 6rgaos

soélidos(27).
Tipo de doenca Provavel Definida
Sindrome viral pelo CMV Um ou mais dos seguintes: Sinais clinicos e
. laboratoriais como no
1. Febre > 38° por pelo | “nrovavel” sem  outras

menos 2 dias
2. Inicio ou aumento de

mal-estar

3. Leucopenia

4. 2 5% linfocitos
atipicos

5. Plaquetopenia

6. Elevacao de
transaminases >2
vezes o] limite
superior da
normalidade

Mais

Evidéncia de infeccao
pelo CMV in vitro no

causas identificaveis

sangue por
antigenemia ou
QNAT

Pneumonia Sinais e/ou sintomas de | Sinais e/ou sintomas de

doenca pulmonar sem outras
causas identificaveis

Mais

Evidéncia de infeccdo pelo
CMV no sangue ou lavado
broncoalveolar por
antigenemia QNAT  ou
cultura viral

doenca pulmonar
Mais

Deteccdo do CMV em
tecido pulmonar por cultura,
imunohistoquimica ou
hibridizacao in situ
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Tipo de doencga Provavel Definida
Doencga Gastrointestinal Sintomas gastrointestinais | Sinais / sintomas
alto ou baixo gastrointestinais altos ou
baixo
Mais
Mais
Lesbes mucosas
macroscopicas na | Deteccdo do CMV em tecido
endoscopia gastrointestinal por cultura,
_ imunohistoquimica ou
Mais hibridizac&o in situ
Evidéncia de CMV no

sangue ou bidpsia tecidual
por antigenemia, QNAT ou
cultura viral

Hepatite

Elevacao da bilirrubina e/ou
enzimas hepaticas sem
outras causas
documentadas de hepatite

Mais

Evidéncia de CMV no
sangue por antigenemia ou
QNAT

Elevacao da bilirrubina e/ou
enzimas hepaticas sem
outras causas
documentadas de hepatite

Mais

Detecgédo do CMV em tecido
hepatico por cultura,
imunohistoquimica ou
hibridizacao in situ

Doenga do sistema nervoso
central (SNC)

Sintomas neurolégicos
centrais sem outras causas

documentadas
Mais
Evidéncia de CMV no

liquido cefalorraquideo por
QNAT ou cultura viral

Sintomas neurolégicos
centrais

Mais

Detecgédo do CMV em tecido
de SNC por cultura,
imunohistoquimica ou

hibridizacao in situ

Retinite

N/A

Lesbes tipicas de retinite
confirmadas por
oftalmologista
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Tipo de doenca Provavel Definida

Outras  doencas  o6rgao | Evidéncia de disfungdo do | Sinais / sintomas de
invasivas (nefrite, cistite, | 6rgao afetado sem outra | disfungao organica
miocardite, pancreatite e | causa identificavel

outras) Vo Mais
ais
Deteccédo do CMV no tecido
Evidéncia de CMV no | afetado por cultura,
sangue por antigenemia ou | imunohistoquimica ou
QNAT ou cultura viral hibridizacao in situ

"Se o 6rgdo afetado for o enxerto, descartar rejeicdo aguda.

N/A, néo se aplica.

3.9. Meétodos laboratoriais

3.9.1. Coleta e processamento inicial

Todas as analises laboratoriais foram realizadas no laboratério de virus da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. Agpp65 e QNAT foram analisados

concomitantemente através da utilizacdo de kits comerciais.

As coletas foram realizadas no posto de coleta do laboratorio de patologia
clinica, no Hospital —Dia do HC-Unicamp ou nas unidades de internagdo quando
necessario. Foram realizadas em tubo com EDTA com a obtencado do volume final

de 5ml de sangue total.

Os espécimes foram encaminhados ao laboratério de virus da faculdade
de Ciéncias Médicas da Unicamp para processamento até 6 horas apds a coleta. No
laboratério foram submetidos a centrifugacdo em 3000 rpm por 5 minutos para a

separacao do plasma, sendo que do volume obtido foram utilizados:

* Dois mililitros para realizagdo da antigenemia pp65 (Agpp65).
* Um mililitro submetido a extragdao do DNA para a realizacdo da quantificacao
do acido nucleico (QNAT).

3.9.2. Antigenemia pp65

Foi utilizado o KIT CMV Brite Turbo® [(IQ Products) BV, Groningen, The

Netherlands] que realiza a pesquisa direta em neutrofilos do Agpp65 através de
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anticorpos monoclonais marcados com fluoresceina (figura 1), de acordo com

protocolo do fabricante (51).

A leitura dos testes foi realizada através da microscopia de fluorescéncia

por pessoal capacitado para a rotina do laboratério de virus do HC Unicamp.

Fonte: Kit CMV Brite® turbo

Figura 1: Microscopia de fluorescéncia: Neutrofilos marcados com fluoresceina

(antigenemia pp65 positiva).
O resultado final foi expresso em:

namero de celulas positivas
100.000 leucscitos

3.9.3. Reacao em cadeia da polimerase quantitativa para CMV em tempo real
(quantitative nucleic acid amplification test- QNAT)
3.9.3.1. Extracao do DNA total

A amostra de plasma aliquotada foi submetida a extracdo de material
genético com a utilizacdo do KIT QIAMP MINIKIT QIAGEN ® conforme orientagbes
do fabricante (52).

O produto final da extragao foi eluido em 50 uL de agua destilada livre de
DNA e estocada em tubos eppendorf em freezer com temperatura de -80°C até a

realizacdo da QNAT.
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3.9.3.2. Teste de quantificagdo do acido nucleico (QNAT)

Para a realizagao do teste de quantificacdo do acido nucleico foi utilizado
o Kit Q-CMV-Real Time Complete Kit® (Nanogen Advanced Diagnostics S.p.A,
Buttigliera Alta, Italy) que realiza a detecgdo e quantificagdo do CMV através da
amplificagdo do DNA alvo (UL 123) em tempo real e sistema oOptico de detecgéo
fluorescente e esta apto para quantificar entre 1.000.000 a aproximadamente 20
copias de DNA alvo por reacdo de amplificacdo. Para cada reagao foi realizado o

controle de inibigao interno através da amplificagdo do gene da 3-globulina humana.

Os testes foram realizados de acordo com a instrugcado do fabricante, com
a utilizagcdo do termociclador Thermal cycler STEP ONE® (Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, USA) com parametros do ciclo térmico conforme o quadro
11.

Quadro 11: Parametros do ciclo térmico para amplificacao do acido nucleico.

Fase Temperaturas Tempos

Descontaminagao 50°C 2 min

Desnaturacéo inicial

95°C 10 min

95°C 15 seg
45 ciclos

60°C 1 min

A amplificagdo das amostras em estudo foi obtida em tempo real, em cada

ciclo térmico da reagcao e demonstrada graficamente conforme a figura 2.
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Fonte: Laboratério de Virus HC Unicamp

Figura 2: Representacdo grafica das curvas de amplificacdo das reacdes para

deteccao do DNA alvo do CMV nas amostras estudadas.

3.9.3.21. Interpretagao dos resultados

3.9.3.2.1.1. Analise qualitativa dos resultados

Os valores registrados de fluorescéncia emitidos pela sonda especifica
para CMV e pela sonda especifica do Controle Interno nas reacdes de amplificacéo
foram analisados por software apropriado e permitiram detectar o ciclo em que a

fluorescéncia atingiu o valor de limiar para detecgao (Ct).

Os resultados das reagdes de amplificacdo de cada amostra sdo usados

para a detec¢cao de CMV, conforme quadro 12.
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Quadro 12: Interpretacdo dos resultados obtidos nas reagdes de amplificacdo do

DNA alvo do CMV e gene da - globina humana (controle interno).

Ct da amostra
Adequacao Resultado do
CMV (FAM) Controle da amostra teste DNA CMV
Interno(VIC)
Ct>35 ou | Nao adequada | Nao valido -
Indeterminado indeterminado
Ct<35 adequada | valido,negativo NAO
DETECTADO
Ct>35 ou adequada valido, positivo
Determinado | indeterminado DETECTADO
Ct<35 adequada valido, positivo | DETECTADO

Se o resultado da reacdo de amplificagdo de uma amostra é Ct
indeterminado para o DNA do gene do CMV e Ct <35 ou indeterminado para a sonda
especifica do controle interno, nao foi possivel detectar de modo eficiente o DNA do
controle interno. Neste caso, problemas ocorreram na fase de amplificacdo
(amplificagdo nao eficiente ou nula) ou na fase de extragcdo (auséncia de DNA ou
presenga de inibidores) que podem ter levado a resultados incorretos e falsos
negativos. A amostra nao foi adequada, o teste nao foi valido e foi repetido a partir

da extracdo de uma nova amostra.

Quando na reacao de amplificagao relativa a uma amostra foi detectada a
presenga de DNA de CMV, a amplificagao do controle interno pode ter um Ct >35 ou
indeterminado. Segundo o fabricante, a baixa eficiéncia na reagdo de amplificagao
para o controle interno pode ser deslocada pela competicdo com a alta eficiéncia da
reacao para o CMV. Neste caso a amostra foi considerada adequada e o resultado

positivo do teste valido.
3.9.3.2.1.2. Analise quantitativa dos resultados

Depois de realizar o procedimento para analise qualitativa dos resultados

foi realizada a analise quantitativa das amostras positivas.

Os valores de Ct para sondas especificas para CMV nas reagdes de

amplificacdo de cada amostra e a curva padrao para a sessido de amplificagcao foram
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usados para calcular a quantidade (Quantity) do DNA alvo presente nas reagdes de

amplificagdo das amostras.

Os resultados (Quantity) de cada amostra foram usados para calcular o
genoma Equivalente de CMV presente na amostra extraida de acordo com a férmula
(10;26;53):

Q CMV extragio = ————x 1000

VexVaxEe

Ve= volume total produto extracéo
Vc= Quantidade amostra utilizada na extragao
Va=Volume produto extragao utilizado na amplificacao

Ee=Eficiéncia Kit extracao

Os resultados foram entdo convertidos para a unidade cépias/ml de

acordo com a férmula (54) :

Copias
ml

= QCMV extracgao x Quantity

De acordo com informacdes do fabricante, foi possivel realizar a
transformacao do valor em cépias/ml em Ul/ml, através da multiplicagao pelo fator de

correcao 0.5649.

3.9.4. Analise da cinética viral no plasma

O tempo de duplicagdo viral (doubling time -dt) no plasma, foi calculado
antes do inicio do tratamento e com a utilizagdo das duas primeiras cargas virais
positivas para o calculo, através de fungcdo exponencial descrita previamente
(10;26;53).

Inicialmente a taxa de replicacao foi determinada baseada na variacado da

carga viral ao longo do tempo, de acordo com a seguinte equacao:
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Ing2 —Ingql
tempo (t2 —t1)

Taxa de replicacao viral =
Sendo q7 e t1 a carga viral (copias/ml) no tempo (em dias) da primeira
QNAT positiva, e q2 e t2 a carga viral no momento da segunda QNAT positiva.
Em seguida, o dt foi calculado conforme a seguinte equacgéo:

_ In2
~ taxa de replicagio viral

Essa férmula assume uma taxa de crescimento constante, que ocorre na

fase precoce de replicagao viral.

3.10. Analise estatistica

Para a comparagao entre as variaveis qualitativas nominais ou ordinais
foram utilizados os testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher e para variaveis
quantitativas discretas ou continuas, o teste t de Student. Valores de P <0,05 foram

considerados significativos.

A concordancia entre os testes de Agpp65 e QNAT foi avaliada pelo

coeficiente kappa (k).

O desempenho do teste e a definicdo dos valores de ponto de corte da
carga viral foi realizada apés a analise da curva Receiver operating characteristic
(ROC), sendo considerados positivo valores de Agpp65= 5 células/100.000

leucocitos.

As analises foram realizados com os programa Epi Info™ (versdo 7,
Atlanta, Georgia, US) e através do site OpenEpi- Open Source Epidemiologic
Statistics for Public Health (versao 3.03, 2014)(55).

3.11. Aspectos éticos

O projeto foi submetido a andlise e aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (parecer n° 1241/2011) sob o titulo

“Impacto Clinico de Mutagdes de Resisténcia nos genel UL 97 do Citomegalovirus
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Humano (HCMV) em pacientes transplantados de o6rgaos solidos (SOTR) ou de
células tronco hematopoiéticas (HSCT) ” (Anexo 1). Conforme solicitagdo o
pesquisador foi liberado da obtencdo do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

O presente trabalho refere-se a primeira etapa do projeto supracitado e
nao foram solicitados espécimes clinicos adicionais, além dos ja coletados conforme
protocolo assistencial de manejo diagnostico, terapéutico e profilatico de infec¢ao

por citomegalovirus em pacientes submetidos a transplante cardiaco.
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4, RESULTADOS

4.1. Incidéncia da infec¢ao pelo Citomegalovirus

Durante o periodo do estudo, 27 pacientes foram submetidos a
transplante cardiaco, sendo que dois casos foram excluidos por ébito precoce (antes
do sétimo dia pds transplante). Assim, 25 pacientes foram considerados elegiveis
para o estudo e 329 amostras de plasma foram obtidas (figura 3).

Entre os RTC avaliados, 17 (68%) eram do género masculino e a
mediana de idade foi de 51 anos (32-64). As causas mais frequentes de transplante
cardiaco foram as cardiomiopatias dilatada idiopatica e chagasica. A sorologia 1gG
CMV pré-transplante foi reagente em todos os receptores (R+) e em 15 (75%) de 20
doadores, para os quais o dado estava disponivel (D+). Terapia imunossupressora
padréao (CyA, MMF e PDN) foi utilizada inicialmente em todos os RTC, sendo que na
evolucao dois pacientes necessitaram de troca do MMF por AZA devido a reativacao
da doencga de chagas e um deles por sirolimus subsequentemente (tabela 1).

Entre os 25 pacientes incluidos no estudo, 15 (60%) apresentaram CMV
ativo: 11 (73,3%) infeccao ativa e quatro (26,7%) doenca pelo CMV; dois

classificados como sindrome viral e dois como doencga 6rgédo invasiva (figura 3).
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Receptores transplante
cardiaco
N=27
Elegiveis Excluidos
n=25 n=2
CMV ativo Auséncia CMV
15 (60%) 10 (40%)
Infecgéo CMV ativa Doenga ativa CMV
11 (44%) 4 (16%)
Sindrome viral Doenca 6rgao invasiva
2 2
Hepatite 1
Esofagite 1

Figura 3: Distribuicdo da populacdo do estudo segundo os critérios de inclusdo e
desenvolvimento de infecgéo ativa e/ou doenga pelo CMV pds transplante.
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4.2. Desfecho clinico da infecgao pelo Citomegalovirus

No que diz respeito aos fatores para a ocorréncia da infeccéo ativa pelo CMV,
em nossa coorte ndo foram identificados fatores de risco estatisticamente
significantes entre os grupos com e sem doenga ativa (Tabelas 1 e 2). Destaca-se
que cinco (20%) pacientes receberam pulsoterapia com metilprednisolona, sendo
que trés (12%) apresentaram infec¢do pelo CMV apdés uma mediana de tempo de
cinco semanas. Uma vez que todos os receptores possuiam imunidade prévia contra
o CMV (R+), o estado soroldgico do doador (D+) também néo foi associado ao maior

risco de infecgao ativa por CMV (p=0,612) nessa populagao.

Dentre os 15 pacientes com CMV ativo, todos evoluiram para a cura apds o
tratamento antiviral com ganciclovir intravenoso por 21 dias. Ndo houve necessidade
de interrupcdo ou troca da medicagcdo por toxicidade ou suspeita de falha
terapéutica. A duracao foi baseada nos resultados da Agpp65 colhida semanalmente
apos o inicio da terapia antiviral (tabela 3). Episddios de recorréncia foram
observados em seis (40%) pacientes, cinco dos quais dentro dos primeiros 180 dias

pos transplante (tabela 4).

Em relacédo ao desfecho clinico final 15 meses apds o transplante nao foi
observado nenhum o6bito entre o grupo com CMV e houve tendéncia de associagao
entre a ocorréncia de infec¢gdes associadas e CMV ativo (p= 0,061). Entretanto, a
incidéncia de rejeicdo aguda nao foi diferente para os dois grupos e a vasculopatia

do enxerto nao foi detectada nesse estudo (tabela 5).
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Tabela 1: Distribuicdo dos pacientes submetidos a transplante cardiaco de acordo com a

ocorréncia de citomegalovirus ativo e as caracteristicas demograficas.

Grupo Grupo sem
cMmv CcCMV
N % N % Valor de P OR 1C95%
Pacientes 15 60 10 40 - -—- -
Dados receptores
Mediana idade anos 51 50,5
0,390 -—- -10,65, 4,31
(min-max) (32-63) (39-64)
Género masculino 9 60 8 80 0,400 0,390 0,03, 3,07
Dados doadores
Mediana idade anos 29 23,5
0,401 - -4,26, 10,26
(min-max) (17-45) (17-40)
Género masculino 14 93 7 70 0,267 5,560 0,37, 336,90

OR, odds ratio.
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Tabela 2: Distribuicdo dos pacientes submetidos a transplante cardiaco de acordo com as

caracteristicas clinicas e soroldgicas.

Grupo Grupo
cmv sem CMV
N % N %  ValordeP OR IC95%
Cardiomiopatia
Idiopatica 6 40 3 30 0,939 1,530 0,22, 12,95
Chagasica 3 20 3 30 0,911 0,596 0,06, 5,73
Valvular 2 13 2 20 >0,999 0,628 0,04, 10,28
Isquémica 2 13 --- - 0,700 Indefinido 0,12, indefinido
Outras’ 2 13 2 20 >0,999 0,628 0,04, 10,28
CMV IgG
D-/R+ 3 20 2 20 >0,999 1 0,09, 14,54
D+/R+ 11 73 4 40 0,212 3,875 0,57, 31,58
D (ig) / R+ 1 7 4 40 0,128 0,118 0,00, 1,51
Imunossupressao
Basico: CyA+MMF+PDN 15 100 10 100 --- - -
Substitui¢ao:
CyA+AZA+ PDN* 2 13
Inibidores da mTOR 1 7 --- - - --- ---

(sirolimus)®

! Cardiomiopatia congénita, viral, familiar e puerperal. * Dois pacientes mudaram para azatioprina
devido a reativacdo da Doenca de Chagas. SUm paciente mudou para sirolimus devido a insuficiéncia
renal. Ig, ignorado; OR, odds ratio; CyA, ciclosporina; MMF, micofenolato mofetil; AZA, azatioprina;

PDN, prednisona
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Tabela 3: Pacientes com infec¢ao ativa pelo CMV segundo a monitorizagdo da antigenemia

pp65 e o QNAT-CMV pré e pos inicio do tratamento antiviral.

Pré tratamento antiviral Pos inicio tratamento antiviral
Identificagdo Semana 1 Semana 2 D+7 D+14 D+21
Agpp65* ND 11 ND 0 0
4 QNAT (ul/ml) ND 17412 ND 266 134
Log 10 (Ul/ml) ND 4.2 ND 2.4 2.1
Agpp65 ND 17 0 0 0
9 QNAT ND 3019 37 0 31
Log 10 ND 3.5 1.6 - 15
Agpp65 6 15 8 0 0
11 QNAT 95 784 110 25 0
Log 10 2.0 2.9 2.0 1.4 -
Agpp65 5 16 0 0 0
141 QNAT 3279 1107 48 0 0
Log 10 3.5 3.0 1.7 - -
Agpp65 5 75 245 80 6
1545 QNAT 527 2355 4477 7829 376
Log 10 2.7 34 3.7 3.9 2.6
Agpp65 36 11 3 0 1
17 QNAT 18672 10179 5588 34 14
Log 10 4.3 4.0 3.7 1.5 1.1
Agpp65 32 25 0 0 1
19 QNAT 749 1499 228 0 0

Log 10 2.9 3.2 2.4 - -




Continuagao Tabela 3

59

Pré tratamento antiviral Pos inicio tratamento antiviral
Identificacdo Semana 1l Semana 2 D+7 D+14 D+21
Agpp65* 13 15 0 0 0
20% &pp
QNAT 1518 2729 0 0 34
Log 10 3.2 3.4 - - 1.5
A 65 5 16 1 0 0
21% gpp
QNAT 3169 1884 0 0 0
Log 10 3.50 3.28 - - -
Agpp65 24 57 0 0 0
2 gpp
QNAT 1143 2332 32 0 0
Log 10 3.06 3.37 1.51 - -
Agpp65 34 440 0 0 0
24% gpp
QNAT 945 56664 1293 28 53
Log 10 2.98 4.75 3.11 1.45 1.72
Agpp65 6 44 3 0 0
25% gpp
QNAT 478 907 286 44 0
Log 10 2.68 2.96 2.46 1.65 -
Agpp65 8 16 10 0 0
26 gpp
QNAT 456 2184 891 5768 51
Log 10 2.66 3.34 2.95 3.76 1.71
” Agpp65 232 226 3 ND 4
QNAT 24736 49210 5230 ND ND
Log 10 4.39 4.69 3.72 ND ND
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Pré tratamento antiviral

Pés inicio tratamento antiviral

Identificagao Semana 1 Semana 2 D+7 D+14 D+21
Agpp65*
29 17 9 0 0 0
QNAT ND ND ND ND ND
Log 10 ND ND ND ND ND
*células/100.000 leucdcitos, ¥ Pacientes que apresentaram 2° episddio de CMV, § Tratamento suspenso apds 7 dias por

suspeita de hepatotoxicidade; ND, ndo disponivel;

Tabela 4. Distribuicdo dos pacientes submetidos a transplante cardiaco segundo o

desfecho clinico da infec¢ao ativa pelo CMV.

Desfecho clinico CMV

N %
Cura 15 100
Recorréncia 6 40
Mediana tempo apos 1° episddio (semanas) (min-max) 14 (11- 57)
Mediana tempo do ap0s transplante (semanas) (min-max) 20 (13-62) L

Tabela 5: Distribuicdo dos pacientes de acordo com o desfecho clinico 15 meses pos

transplante cardiaco.

Grupo Grupo
CcmMmv Sem CMV
N % N % ValordeP OR IC95%
Desfecho clinico 15
meses pos Tx
Obito 0 0 7 70 0,002 0,037 0,00, 0,44
Rejeicdo aguda 8 53 2 20 1 1,668 0,14, 25,60
Infeccao associada 9 60 5 50 0,061 Indefinido 0,69, indefinido
OR, odds ratio.
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4.3. Comparacao entre o desempenho da antigenemia pp65 e o QNAT-CMV

Durante a monitorizacdo dos 25 RTC incluidos no estudo, 329 amostras
de plasma foram analisadas para Agpp65 e QNAT-CMV, com média de 13,2
amostras por paciente. A mediana do tempo de seguimento laboratorial foi de 19
semanas por paciente.

Os testes apresentaram linearidade (tabela 6) e entre as amostras
avaliadas, 207 (62,9%) foram positivas em pelo menos um dos métodos e 122
(37,1%) foram negativas para ambos. Discordancia foi observada em 116 (35,3%)
amostras, das quais 100 (30,3%) foram exclusivamente positivas no teste QNAT
(tabela 7): Quarenta e seis (46%) ap0s a instituicdo do tratamento antiviral, 38 (38%)
nao relacionadas a necessidade de tratamento, ou seja, sdo de pacientes nao
diagnosticados com infecgcao pelo CMV pelo critério da Agpp65 e 16 (16%) antes do

inicio do tratamento, sendo quatro (25%) com valores = 1000 copias/ml (565 Ul/ml).

Os valores das medianas de QNAT para detecgao de infecgéo ativa, segundo
os limites pré-estabelecidos de Agpp65 e doencga pelo CMV foram respectivamente
1883 Ul/ml (3.334 copias/ml) e 9883 Ul/ml (17.496 copias/ml).

Os parametros de desempenho do QNAT-CMV segundo diferentes pontos
de corte foram avaliados (tabela 8) e foi construida a curva ROC (figura 4). A partir
desta avaliagdo foram examinados diferentes limiares de positividade. Observa-se
que o valor de QNAT-CMV = 565 Ul/ml (1000 cdépias/ml) mostrou acuracia
diagnostica (AD) de 88,4%, valor preditivo negativo (VPN) de 92,9% e razdo de
verossimilhancga de teste positivo de 9,675 enquanto que para um ponto de corte de
= 1695 Ul/ml (3000 cépias/ml), a AD foi pouco inferior (87,2%) e VPN caiu para
88,7%, porém a sensibilidade foi de apenas 45% (tabela 8). A area sob a curva ROC
foi de 0.8686493 (0.8081144 - 0.9291842) (figura 4).



Tabela 6: Linearidade entre os resultados da Agpp65 e QNAT.
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Intervalo valores Agpp65

(Células/100.000 leucocitos)

<2 2-4 5-9 =10
Mediana valores QNAT (Ul/ml) 0 64,4 350,8 2258
Numero de amostras 243 26 18 42

Tabela 7: Comparagao entre os resultados dos testes de Agpp65 e QNAT.

Agpp65+ % Agpp65 - % Total
QNAT+ 91 27,6 100 30,3 191
QNAT - 16 4,9 122 37,0 138

Total 107 32,5 222 67,4 329
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Tabela 8: Parametros do teste de acordo com diferentes pontos de corte para QNAT

Pontos de corte QNAT (Ul/ml)

Parametros 2282 2565 21695
Sensibilidade 81,67%  68,33% 45%
Especificidade 90,33% 92,94%  96,65%
Valor Preditivo Positivo 65,33%  68,33% 75%
Valor Preditivo Negativo 95,67% 92,94%  88,74%
Acuracia Diagnostica 88,75%  88,45% 87,23%
Razao de Verossimilhanca de Teste Positivo 8,449 9,675 13,45
Razao de Verossimilhanca de Teste Negativo 0,203 0,340 0,569
Coeficiente kappa 0,656 0,612 0,493
Numero de infeccdes pelo CMV' 15 13 7

"por paciente
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Figura 4: Curva Receiver Operator Characteristic (ROC) comparagao entre os
parametros de desempenho Agpp65 e QNAT-CMV.

4.4. Analise da cinética viral através do QNAT-CMV

Para a avaliagdo da cinética viral foram comparados os grupos que
receberam terapia preemptiva/ tratamento para CMV com aqueles que nao
receberam terapia, devendo ser ressaltado que na vigéncia do seguimento estavam
disponiveis apenas os resultados da Agpp65, sendo utilizado o protocolo
padronizado na instituicdo, com a instituicdo de TP apds dois exames positivos em
semanas consecutivas com resultado maior ou igual 5 cels positivas/100.000
leucécitos.

Dentre os 15 (60%) RTC que apresentaram CMV ativo (11 infecgbes ativa
e quatro episddios de doencga pelo CMV) a detecgao de qualquer resultado positivo
ocorreu na mediana de tempo de cinco semanas pos transplante para ambos os
meétodos (p=0,966). O grupo que recebeu terapia preemptiva baseada no Agpp65,
apresentou carga viral inicial maior que no grupo que nao recebeu ganciclovir,
entretanto esta diferenca nao foi estatisticamente significativa na nossa populagao
(p=0,106).
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Devido a falha da coleta semanal das amostras de plasma, foi possivel
obter dados para o calculo do doubling time de 12 e sete pacientes que
apresentaram e nao apresentaram CMV respectivamente. Dessa forma, o doubling
time da carga viral para CMV detectada pelo QNAT foi semelhante (p=0,340) nos
grupos com e sem terapia preemptiva. Com relacdo ao perfil soroldgico pré
transplante, o grupo D+/R+ exibiu um doubling time similar ao grupo D-/R+ (p=0,317)
(tabela 9).

Entre todos os pacientes que apresentaram CMV, o grupo que
desenvolveu doenga ativa pelo CMV apresentou um dt significativamente menor do
que os que apresentaram apenas infecgao ativa (p=0,024).

Ap0ds o inicio do tratamento antiviral, a mediana de tempo para supressao
viral do CMV foi maior quando avaliada pelo método QNAT do que pela Agpp65 (21
versus 14 dias, p = 0,023; 1C95 -19,8297 a 1,71025). Como o parametro para
determinar inicio e término da TP nesse estudo foi a Agpp65, ao analisar
retrospectivamente, observamos que apds o tratamento do primeiro episédio de
CMV apenas 46,1% (6/13) dos pacientes apresentavam carga viral negativa ao final
do tratamento. Quando consideramos todos os episédios, esse valor foi de 36.8%
(7/18).

Quando analisamos o grupo que apresentou recorréncia do CMV, a carga
viral inicial no primeiro episédio ndo foi maior do que os ndo apresentaram
recorréncia (p=0,221), e o tempo para o clareamento viral ndo foi diferente tanto para
o método da Agpp65 (p=0,386) quanto para o QNAT (p=0,633). Ao comparar
diretamente o tempo de clareamento para Agpp65 versus QNAT, observamos que o
tempo para negativacdo do QNAT n&o foi significativamente maior nos pacientes
que tiveram recorréncia da infecgcdo (p=0,255), porém quando observamos
individualmente constatamos que dos seis pacientes que recorreram, 50% ainda

apresentavam QNAT positiva ao final do tratamento com ganciclovir (tabela 10).
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Tabela 9: Cinética da carga viral para CMV entre os pacientes receptores de

transplante cardiaco.

Mediana dos resultados

Com TP Sem TP p
N=12 N=7
Carga viral inicial (copias/ml) (min-max) 1096 (8-87,114) 32 (29-328) 0,106
Tempo de duplicagdo CMV (dias) 5,48 (1,67-24,81) 2,47 (0,68-77,60) 0,340
D+/R+ 4,43 (1,67-24,81) NA'
D (desconhecido) /R+ NA' NA'
D-/R+ 11,57(9,04-14,11) NA'

1 N B . .
Apenas 1 paciente incluido no grupo para o calculo

Tabela 10: Clareamento viral segundo a recorréncia da infecgao ativa por CMV.

Recorréncia CMV Nao Recorréncia CMV
N=6 N=9 P

Carga viral inicial
Mediana, min, max 1809 (51-5808) 1034(27-87114) 0,221
(copias/ml)

Tempo para
negativacgao viral 7(7-14) 14(7-14) 0,386
Agpp65 (dias)

Tempo para
negativacgao viral 14(7-63) 24,5(14-63) 0,633
QNAT (dias)

QNAT positiva ao .
final do tratamento 3/6 (50%) 317 (42,9%) 0.061
1° episodio ’
Doubling time
Mediana, min,max
(dias)

3,95 (1,79-24.81) 8,79 (1,67-14,11) 0.009

*p=0,255 e pacientes com dados disponiveis para analise



67

5. Discussao

Esse estudo de coorte prospectivo permitiu a avaliagdo critica da
determinagcdo de um ponto de corte para monitorizacdo e inicio de terapia
preemptiva em RTC, descreveu a cinética viral e analisou o desfecho clinico desses

pacientes.

De acordo com o critério padronizado na instituicao para os RTC, baseado
na Agpp65, 60% dos pacientes desenvolveram infecgcédo ativa pelo CMV. Esse valor
foi maior do que os citados por outros autores, como Mendez-Eirin, Munoz, Delgado
e Senechal et al, que variou entre 15-50% (8;56-58). Cabe ressaltar que a maior
parte dos pacientes apresenta replicagao viral do CMV pds transplante de 6rgaos
sélidos; segundo dados de Potena et al, 88% dos RTC que receberam profilaxia
antiviral apresentaram algum nivel de viremia detectada, assim, a incidéncia pode
variar, entre outros fatores, pelo ponto de corte da carga viral utilizado em cada
centro, limitando a comparabilidade entre os estudos (28). Ja a incidéncia de doencga

ativa foi de 16%, semelhante ao descrito por outros autores em RTC (8;56-58).

A populagéo desse estudo foi considerada com risco intermediario para o
desenvolvimento de CMV, visto que todos os receptores eram imunes previamente e
nao ocorreu o despareamento primario entre doador (D+) e receptor (R-),
considerado o principal fator de risco para desenvolvimento de doenca, o que
permitiu a adogcédo da estratégia preemptiva. O status sorolégico do doador variou,

porém nao foi observado maior ocorréncia de infecgdo entre os D+/R+.

No contexto de terapia preemptiva, a determinagao do ponto de corte para
inicio do tratamento € uma questdo clinica decisiva e que deve considerar a

toxicidade da terapia antiviral, custos e os desfechos da prevencgao efetiva do CMV.

Embora tanto o QNAT quanto a Agpp65 sejam considerados métodos
validos para monitorizagdo do CMV apés TOS, as diretrizes terapéuticas mais
recentes como o da “The Transplantation Society International CMV Consensus
Group” publicado em 2013 tem recomendado o QNAT como preferencial,
principalmente para centros que adotam a estratégia preemptiva (5;14;32). As
vantagens apontadas sao a maior precisdo, a maior linearidade nos resultados, o

menor tempo de execugao, o maior rendimento e o fato de nao ser influenciado pela
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contagem de neutréfilos, além do menor risco de contaminagao quando comparado

aos metodos n&o automatizados (5;60;61).

Como descrito anteriormente, os dados apresentados nesse estudo
confirmaram que o QNAT foi mais sensivel do que a Agpp65, uma vez que a maioria
dos resultados discordantes foram positivos exclusivamente para o QNAT,
principalmente durante a monitorizagdo apds o inicio do antiviral. Além disso, das
amostras que foram discordantes antes do diagndstico da infecgao ativa pelo CMV
pelo critério da Agpp65, 25% (4/16) apresentaram resultado = 565Ul/ml (1000
copias/ml), ou seja, o tratamento poderia ter sido iniciado mais precocemente. Esse
dado pode justificar o fato de um dos trés pacientes aos quais pertenciam essas
amostras ter sido diagnosticado ja com doenga pelo CMV. A mediana global de
tempo para a primeira detec¢do do CMV, contudo, foi semelhante nos dois testes, o
que pode ser explicado por caracteristicas especificas de cada método, que avaliam

diferentes alvos de replicagéo viral (4;62).

Com relacdo a taxa de replicagao, a carga viral inicial e o doubling time
nao foram associados ao desenvolvimento de infecgcdo ativa e necessidade de
tratamento nessa coorte. Em contrapartida, entre os pacientes que apresentaram
CMV, o grupo que desenvolveu doenga clinica apresentou doubling time
significativamente menor do que aqueles diagnosticados apenas como infecgao
ativa, ou seja, a taxa de replicagcéo viral foi mais elevada. Além disso, foi possivel
observar que menores doubling times também foram associados a maior risco de
recorréncia viral pds tratamento. Esses dados revelam que o conhecimento do
comportamento viral além de identificar pacientes sob maior risco, poderia influenciar
0 manejo clinico através da introducdo do tratamento precoce, ajuste da
imunossupressao e intensificagcdo da monitorizag&o viral, entretanto, os beneficios
clinicos e a custo-efetividade dessas medidas a longo prazo ainda nado séao
conhecidos (26;64-66).

Noés acreditamos que as diferengas observadas em nossa coorte podem
ser atribuidas as diferentes caracteristicas da populagdo estudada, como alta
prevaléncia de CMV, 6rgao transplantado e estratégia imunossupressora, além do

tipo de teste utilizado e o intervalo de tempo da coleta das amostras (10). Outra
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consideragao importante € que nesse estudo os resultados do QNAT nao foram

considerados para tomada de decisdo clinica no manejo do RTC.

A obtencao desses dados € uma das razdes pelas quais o QNAT tem se
tornado o método de preferéncia e o mais utilizado para a monitorizacdo do CMV
(5;63-67), entretanto, devido a falta de padronizagao entre os centros, os pontos de
corte para inicio da TP ainda sao determinados localmente de acordo com
caracteristicas especificas dos receptores, deste modo, diferentes valores para
determinacdo do melhor ponto de corte para inicio da TP baseado nos valores de

QNAT foram avaliados nesse estudo.

Como todos os pacientes incluidos apresentaram risco intermediario para
desenvolvimento do CMV (R+), refletindo a alta prevaléncia da infeccédo na
populagao, o objetivo primario foi priorizar a especificidade e o valor preditivo positivo
do QNAT para evitar tratamentos desnecessarios, internacbes hospitalares,
toxicidade e custos. Dessa forma, baseado na especificidade, o valor mais
apropriado para determinar o inicio da TP seria maior ou igual a 1695 Ul/ml (3000
copias/ml), entretanto, nessa situagéo seis casos deixariam de ser tratados quando
comparado ao valor de 565 Ul/ml (1000 cépias/ml) e oito quando comparado a 282
Ul/ml (500 cépias/ml), o que permitiria evolugdo de maior nimero de casos para
doenga ativa. Assim, empiricamente foi definido o valor maior ou igual a 565 Ul/ml
(1000 copias/ml) como ponto de corte da QNAT para inicio de TP em nosso centro.

Este valor deve ser validado de forma prospectiva em nossa populagao.

Embora os valores obtidos em diferentes estudos n&o sejam comparaveis,
citaremos a seguir dados de outros autores para embasar a discussdo. Li et al
definiram pontos de corte de 1000, 4000 e 10.000 copias /ml em amostras de
sangue total para inicio de terapia antiviral em grupos de alto, intermediario e baixo
risco respectivamente (20). Kalpoe et al propuseram o ponto de corte de 10.000
copias/ml para receptores de TCTH e 6.300 cépias/ml para receptores de transplante
de 6rgaos solidos, em amostras de plasma (22). Utilizando plasma de pacientes
receptores de transplante de figado, Humar et al determinaram valores 2000 a 5000
copias/ml (23). Mais recentemente, Martin-Gandul et al avaliaram amostras de

plasma de pacientes receptores de transplante renal, hepatico e cardiaco e
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estabeleceram o ponte de corte de 3983 Ul/ml (2600 cépias/ml) para inicio de TP
(21).

Maior concordancia entre os diferentes centros € esperada num futuro
préoximo, devido ao langamento do padréao de calibragao internacional pela OMS em
2010 (38;39), entretanto, até o momento apenas poucos kits comerciais dispdem
dessa tecnologia.

Ao analisar o desfecho clinico observamos que a infec¢gao/doencga pelo
CMV recorreu em 40% (6/15) dos pacientes que receberam tratamento antiviral, taxa
que € um pouco maior do que a registrada por outros autores para diferentes tipos
de TOS (65;68-71), reforcando a possibilidade de suspensao precoce do tratamento
baseado num método menos sensivel de monitorizacdo, pois conforme
demosntrado, a maior parte dos resultados discordantes foi devido a Agpp65
negativa/ QNAT positiva apdés o inicio do antiviral e de acordo com as
recomendacgdes mais recentes, a suspensao do tratamento deve ocorrer apenas
apos um ou dois testes de QNAT negativos, 0 que minimiza o risco de recorréncia e
o desenvolvimento de resisténcia (5;65).

Devido a caracteristica imunossupressora, outros autores ja apontaram para a
associacao entre infecgao ativa pelo CMV e outras infec¢des bacterianas, fungicas e
virais (7;44;72;73). No presente estudo houve tendéncia a maior ocorréncia de
infeccbes em pacientes com infeccao ativa por CMV prévia. Falagas et al
observaram que a exposicao ao CMV foi fator de risco para desenvolvimento de
bacteremia em receptores de transplante de figado ortotépico (TFO) (74). Além
disso, Munoz-Price et al relataram em estudo de 2004 que a profilaxia com
ganciclovir oral foi associada a redugao de bacteremias em receptores de TFO (75).

Em estudo para a analise de fatores de risco para o desenvolvimento de
infeccdo fungica invasiva em receptores de TFO, Patel et al encontraram que a
ocorréncia de CMV prévio foi relacionada ao desenvolvimento de infeccdes

criptocdcicas (76).

Especificamente em receptores de transplante cardiaco, um estudo
prospectivo que incluiu 278 individuos para identificar quais pacientes poderiam se
beneficiar de profilaxia antifUngica, encontrou que a doencga pelo CMV foi fator de

risco independente para o desenvolvimento de aspergilose invasiva (58).
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Embora estudos anteriores tenham demonstrado relagcdo entre a
ocorréncia de CMV e aumento do risco de rejeicao aguda, vasculopatia do enxerto e
mortalidade, tais associagcdes nao foram demonstradas em nossos pacientes (77-
84). Mesmo no estudo IMPACT, que avaliou a eficacia e a seguranca da profilaxia
com valganciclovir por 200 dias em 326 receptores de transplante renal, foi
demonstrado que o aumento do tempo de profilaxia antiviral reduziu
significativamente a incidéncia de DNAemia e doencga pelo CMV, porém apresentou
apenas tendéncia a menos episoddios de rejeicdo aguda quando comparado ao

grupo que recebeu 100 dias de profilaxia (9).

Nés acreditamos que os resultados discordantes possam estar
relacionados ao numero de pacientes incluidos, tempo de seguimento pods
transplante e o risco intermediario para desenvolvimento do CMV no presente

estudo.

Entre outras limitacbes que podem ter influenciado nossos resultados,
destacamos a falta de dados sorolégicos dos doadores (IgG para CMV nao realizado
rotineiramente no programa de captacdo de 6rgéos), a classificacdo da doenga
como presumida devido a falta de dados histologicos, a dificuldade de adeséo a

monitorizacdo semanal do CMV e a alta mortalidade do grupo nédo CMV.

Concluindo, foi estabelecido o ponto de corte da carga viral maior ou igual
a 565 Ul/ml (1000 copias/ml) no plasma como o valor étimo para inicio de terapia
preemptiva para citomegalovirus em receptores de transplante cardiaco com risco
intermediario para desenvolvimento de CMV. Validagdo e reavaliacdo devem ser
realizadas periodicamente para assegurar o correto diagnéstico da infecgao ativa
localmente. Considerando o recente padrdo de calibracdo internacional da OMS
para o método QNAT a comparagao interlaboratorial deve tornar-se mais fidedigna e

possivelmente determinar um ponto de corte mais homogéneo.
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Conclusoes

Considerando os parametros de desempenho e a prevaléncia de
citomegalovirus na populacdo estudada, o ponto de corte da carga viral
quantitativa do citomegalovirus definido para a detecgao de infec¢do ativa e
inicio de terapia preemptiva em receptores de transplante cardiaco

assintomaticos foi 565 Ul/ml (=1000 cépias/ml).

A incidéncia de infeccdo ativa e doencga por citomegalovirus baseada nos
parametros da antigenemia pp65 foi de 44% e 16%, respectivamente

O QNAT para citomegalovirus apresentou um desempenho acurado quando
comparado a antigenemia pp65. Foi observado menor doubling time nos
receptores de transplante cardiaco que apresentaram doencga ativa pelo

citomegalovirus na avaliagao prospectiva da cinética viral.

A ocorréncia de infecgdo ativa por citomegalovirus ndo foi associada a
mortalidade, a rejeicdo aguda e a ocorréncia de outras infecgdes até 15

meses pos transplante cardiaco.
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7. Perspectivas

Este estudo levanta questdes relevantes no que diz respeito a monitorizagao
da infecgao ativa e doenca por CMV em receptores de transplante cardiaco que
merecem a consideragao e avaliacdo em populagdes maiores, de outros centros
brasileiros na tentativa de validar o limiar de positividade sugerido e estabelecer
correlagbes clinicas na perspectiva de utilizagdo do padrdao de calibragdo da
Organizacdo Mundial de Saude com vistas a homogeneizagdo dos parametros do

QNAT e comparacéo interlaboratorial entre os diversos centros.
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Doencga de base:
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Tratamento:
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Threshold of CMV Viral Load for Preemptive Therapy

Abstract

BACKGROUND: Although different surveillance strategies for cytomegalovirus (CMV)
after solid organ transplant are recommended, a threshold for starting preemptive

therapy has not been established.
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OBJECTIVE: This study evaluated a viral load threshold for preemptive therapy (PT)
in heart transplant recipients (HTR) based on pp65 antigenemia (pp65Ag) viral

kinetics and clinical outcome in a high-prevalence setting.

METHODS: A prospective study was performed involving 25 HTR. Plasma samples
were obtained weekly until 180 days post-transplantation. Pp65Ag and CMV

quantitative nucleic acid amplification testing (QNAT) were analyzed concomitantly.

RESULTS: Of the 329 samples tested, 100 (30.3%) were positive by CMV QNAT,
exclusively. Fifteen (60%) patients had active CMV infection or disease. Linearity was
observed between the assays, and the area under the ROC curve was 0.8686493
(0.8081144 - 0.9291842). Regarding parameters, a threshold of = 565 IU/ml (1,000
copies/ml) showed a diagnostic accuracy (DA) of 88.4% and a negative predictive
value (NPV) of 92.9%. For a threshold = 1695 IU/ml (3,000 copies/ml), DA was
slightly reduced (87.2%), the NPV decreased to 88.7% and the sensitivity was 45%.
After the antiviral treatment, the median time to total viral suppression of CMV was
longer when measured by QNAT compared to pp65Ag (p = 0.023), although it was

no longer among those who relapsed (p=0.255).

CONCLUSION: The local threshold chosen for beginning PT in asymptomatic HTR at
intermediate risk was = 565 |U/ml (1,000 copies/ml). Viral kinetics data suggested the
possibility of an early suspension of the specific antiviral treatment based on a less-

sensitive method (pp65Ag).

Key words: cytomegalovirus; heart transplantation; viral load; pp65 antigenemia;
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Introduction

Despite the efficacy of preventive strategies, cytomegalovirus (CMV) remains
one of the most common viral infections after heart transplant, with significant

morbidity and occasional mortality, with an incidence between 9% and 35% (1;2).

The direct effects of CMV manifest as CMV disease (flu-like symptoms or
tissue invasive disease) and the indirect effects results from an immune response in
the context of prolonged viral replication, which can lead to opportunistic
superinfection, increased incidence of acute rejection and cardiac allograft
vasculopathy (CAV) (1-4).

The risk of CMV infection is highest in seronegative recipients (R-) of a
seropositive donor organ (D+), and in patients who are heavily immunosuppressed,
such as those receiving anti-lymphocyte antibody therapy as induction or for
treatment of rejection (5;6). High CMV seroprevalence of more than 90% has been
reported in the Brazilian adult population (7). Two major strategies are commonly
employed for the prevention of CMV: universal prophylaxis and preemptive therapy.
A preemptive strategy could be an option among R+ population according the
International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) and the

Transplantation Society International CMV Consensus Group (1;7;8).

Given the magnitude and morbidity of CMV, viral monitoring has been strongly
recommended. Either the pp65 antigenemia (pp65Ag) assay or a quantitative nucleic
acid amplification testing (QNAT) can be used for the rapid diagnosis of CMV active
infection/disease, for monitoring the response of CMV disease to antiviral treatment
and for predicting CMV disease risk. However, recent guidelines have recommended
QNAT as the preferred method due to its higher sensitivity, faster turnaround time,

higher throughput and more accurate quantification of viral kinetics (1;9-11).

Considering that there are large interlaboratorial differences, a threshold for
starting therapy cannot be established and should be defined at the local level
through the combined efforts of laboratory personnel and clinicians considering
specific characteristics of recipients. Thus, this study was performed to propose a

threshold of viral load for monitoring CMV infection based on correlations among
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pp65Ag results, viral kinetics and clinical outcome in a cohort of heart transplant

recipients (HTR) in a high-prevalence setting.
Methodology
Patients and study design

A prospective study was performed, involving heart transplant recipients (HTR)
from a Brazilian reference center from December 2011 to December 2013. The study
was approved by the institutional ethical board. Plasma samples were obtained at
weekly intervals until 180 days post-transplantation and whenever CMV disease was
suspected. After transplantation, immunosuppressive treatment was based on
cyclosporine, mycophenolate mofetil (or azathioprine) plus corticosteroids and
sirolimus when necessary. Trimethoprim-sulfamethoxazole was used for
Pneumocystis jirovecii prophylaxis and allopurinol when transplant was due to
Chagas cardiomyopathy. No patients received intravenous immunoglobulins,

ganciclovir, foscarnet, cidofovir or acyclovir for CMV prevention.
Data collection

The data were obtained prospectively during hospitalization and outpatient
clinic for twelve months after heart transplantation. CMV serology data were obtained
from recipient’'s medical records and from database of solid organ donors. Definitions
of CMV disease were based on the American Society of Transplantation
recommendations for use in clinical study in organ transplant recipients (12). Active
CMV infection was defined at local level as the detection of pp65Ag = 5 cells/100,000
leucocytes in two consecutive tests, regardless of symptoms. CMV disease was
defined by evident attributable clinical symptoms to CMV and could be further
categorized as a viral syndrome with fever, malaise, leukopenia and
thrombocytopenia or as a tissue-invasive disease. Acute rejection was defined based
on ISHLT, 2005 (13).

Preemptive therapy for prevention of CMV disease

Pre-emptive therapy was initiated when pp65Ag was = 5 cells/100,000
leucocytes in two consecutive tests. Results of plasma CMV QNAT were not

considered for clinical decision-making. Antiviral therapy was based on intravenous
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ganciclovir 10 mg/kg/day for 21 days or 14 days after the last positive pp65Ag test.

After the specific treatment, plasma samples continued to be obtained routinely.
Virological assays

A 5 ml volume of EDTA treated blood was collected from each patient. Two
milliliter were used for the CMV Ag assay and processed within 4 to 6 hours of
sample collection; plasma obtained from the remaining blood was used for the CMV
QNAT assay. Pp65Ag and CMV QNAT were analyzed concomitantly, using
commercial available kits. The CMV antigenemia test was carried out with
commercially available monoclonal antibodies directed against CMV lower matrix
protein pp65, according to the standard protocol [CMV Brite ™ Turbo Kit (IQ
Products) BV, Groningen, The Netherlands]. The number of CMV antigen-positive
cells was counted per duplicate stain. The pp65Ag results were reported as the total
number of positive cells/100,000 leukocytes. CMV quantitative polymerase chain
reaction (CMV-DNA) was quantified on plasma samples by using the Q-CMV-Real
Time Complete Kit (Nanogen Advanced Diagnostics S.p.A, Buttigliera Alta, Italy)
according to the manufacturer’s instructions. The assay consists of a real-time
amplification reaction in a microplate with a programmable thermostat provided with a
fluorescence detection optical system (thermal cycle for real time amplification). An
amplification reaction specific for a region of the CMV MIEA gene (major immediate
early antigen, HCMVUL123) and for a region of the human beta globin gene
(promoter and 5'UTR region of the human beta globin gene), which is an internal
control of inhibition, was performed in each well using DNA extracted from the
samples. As the specific product of the amplification reaction increases, the
fluorescence emission increases and is measured and recorded by the instrument.
The processing of the data allows for the detection of the presence and titer of the
CMV-DNA in the starting sample. The analytical sensitivity of this assay, in the linear
measuring range, allows the quantification of between approximately 1,000,000 and
approximately 20 molecules of target DNA in 5 pL of extracted DNA added to the

amplification reaction.
Statistical analysis

The agreement between pp65Ag and CMV-QNAT was evaluated using the

kappa coefficient (k). Receiver-operating characteristic (ROC) curves for QNAT
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optimal cut-off values were calculated for the specific pp65 antigenemia value (= 5
positive cells/100,000 leukocytes) as well as other assayed parameters. For
categorical variables, chi-square and Fisher’'s exact tests were used when
appropriate, and Student's t-test was employed for continuous variables. P-values
less than 0.05 were considered statistically significant. The analysis was performed
using Epi Info™ (version 7, Atlanta, Georgia, US) and OpenEpi (Open Source
Epidemiologic Statistics for Public Health, version 3.03).

Results

During the study period, 27 patients underwent heart transplant surgery, with
two cases subsequently excluded because of early death, which occurred at less
than 7 days after transplantation. Therefore, 25 patients were considered eligible and
329 plasma samples were obtained. Among the 25 HTR evaluated, 17 (68%) were
male, with a median age of 51 years old (range 32-64). Idiopathic and Chagas
cardiomyopathy were the most frequent baseline conditions. Pretransplantation CMV
IgG serology was positive in 100% of recipients (R+) and in 75% of donors (D+)
whose serology was available. Standard immunosuppressive therapy (cyclosporine
plus mycophenolate mofetil plus corticosteroids) was used in all HTR. Two patients
were switched from MMF to azathioprine due to Chagas disease reactivation and one

subsequently to sirolimus (Table 1).
Clinical outcome

Of the 25 eligible patients, 15 (60%) had active CMV: 11 (73.3%) developed
an active CMV infection, 4 (26.7%) had CMV disease; two were categorized with viral
syndrome and two with tissue invasive disease. Recurrent CMV active episodes
occurred in 6 (40%) patients, 5 of whom presented within 180 days post-

transplantation (Table 2).
Comparison between pp65 antigenemia and QNAT

Of the 329 samples tested, 207 (62.9%) were positive by a single or both
methods and 122 (37.1%) were negative. Results were discordant in 116 (35.3%)
samples, of which 100 (30.3%) were CMV QNAT-positive exclusively. Median values
of QNAT for detection of CMV infection and disease were 1883.4(3,334 copies/ml)
and 9883.5 IU/ml (17,496 copies/ml), respectively (p = 0.321). Linearity was shown
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between both methods, with the following median values of viral load corresponding
to pp65Ag assay (positive cells/100,000 leukocytes): 0 (0-1); 64.4 (2-4); 350.8 (5-9)
and 2258 (>10) IU/ml. Regarding the comparison of QNAT CMV parameters assay to
pp65Ag, a threshold of = 565 [U/ml (1,000 copies/ml) showed a diagnostic accuracy
of 88.4%, a negative predictive value of 92.9%, and a level-specific likelihood ratio of
a positive test of 9.675. For a threshold of > 1695 IU/ml (3,000 copies/ml), DA was
slightly worse (87.2%) and NPV decreased to 88.7%, but sensitivity was only 45%
(Table 3). The area under the ROC curve was 0.8686493 (0.8081144 - 0.9291842)
(Figure 1).

Viral kinetics

Detection of any positive result with pp65Ag as well as QNAT was observed in
a median interval of five weeks posttransplant (p=0.966). The initial viral load was
higher in the group that received preemptive therapy, but the difference was not
statistically significant (619 versus 584 Ul/ml; p=0.106). After the antiviral treatment,
the median time to total viral suppression of CMV was longer when measured by
QNAT compared to pp65Ag (21 vs 14 days, p = 0.023; 1C95 -19.8297 to -1.71025).
At the moment of undetectable pp65Ag, the median decrease in CMV viral load was -
1.73 log10. Undetectable plasma viral loads were achieved in 46, 1% (6/13) of all first
episodes at the end of ganciclovir therapy. Including all episodes, 36, 8% (7/18) of

the total were negative at that time point.

Comparing the relapsing to the non-relapsing group, the initial viral load was
not higher (p=0.221), and the time of viral clearance in the first episode was not
different by either pp65Ag (p=0.386) or QNAT (p=0.633) assay (table 4). The time to
undetectable viral load was not longer than pp65Ag among those who relapsed
(p=0.255).

Discussion

This prospective cohort study allowed us to critically evaluate a viral load
threshold for monitoring HTR, describe the viral kinetics and evaluate its clinical
outcome. According to our pp65 antigenemia criteria, 60% of patients developed
CMV active infection. This incidence is higher than that cited by MCDevitt and Patel
and Paya and Sénéchal et al, which was between 9 and 35% (14-16). Despite the
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incidences cited above, it has been shown that most patients (88%) had some level
of CMV DNAemia detected during the study period, as shown by Potena et al. (17).
Four (16%) patients developed CMV disease, which is similar to previous HTR
findings (15;16;18).

Our population was considered of intermediate risk for developing CMV
disease, which allowed us to adopt a preemptive strategy. In this scenario, the
determination of adequate threshold is a decisive clinical issue that should weigh the
antiviral therapy toxicity and costs versus the effects of effective CMV prevention.
Although both QNAT and pp65Ag are accepted as valid tools for monitoring CMV
replication after solid organ transplant (SOT), more recent guidelines such as those
of The Transplantation Society International CMV Consensus Group, published in
2013, have recommended QNAT over pp65Ag, mainly for centers which adopt
preemptive strategies (1;10;19). This method has higher precision, a broader linear
range, faster turnaround time, higher throughput, no influence from neutrophil count

and less risk of contamination compared with qualitative methods (1;9;11).

As described previously, our data confirm that QNAT is more sensitive given
that in the majority of discordant tests that were exclusively QNAT positive. Moreover,
we demonstrated linearity and high accuracy between both methods. Our results
showed similar CMV detection median time for both assays, although they evaluate

different targets of virus replication (20;21)

Considering that the pp65Ag was our parameter for initiating preemptive
therapy, as in the study by Gimenez et al in allogenic stem cell transplant recipients,
higher initial viral loads were not predictive of the eventual need for treatment in this
cohort (22;23). In contrast, Emery et al. demonstrated that the initial viral load and the
rate of increase could identify patients at risk of developing high peak values and
clinical disease among liver, kidney and bone marrow transplant patients (24). We
hypothesize that this difference could be attributable to different characteristics of the
study population, including receptor CMV status, type of transplantation,
immunosuppression strategies, assay parameters and the time point of sample
collection (25). Another consideration is that for this study, the viral load is not

considered in clinical decisions regarding HTR management.
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These data on the kinetics are the rationale for why QNAT has become the
preferred and most widely used method for monitoring CMV (1;24;26-29). However,
a lack of standardization between centers is a challenge, and a threshold for initiating
therapy should be defined at the local level considering the specific characteristics of

recipients.

In our study, the parameters of the QNAT CMV assay considering different
thresholds were evaluated to start preemptive therapy. Because all enrolled patients
included had an intermediate risk for CMV active infection/disease (R+), our primary
objective was to improve the specificity and the positive predictive value to avoid a
large number of unnecessary treatments, drug toxicity and admissions. Based on
specificity, the most appropriate threshold should be greater than or equal to 1695
IU/ml (3000 copies/ml). However with this cut-off, six and eight cases would not have
been treated compared to situations using thresholds of 565 and (1,000 copies/ml)
282 [U/ml (500 copies/ml), respectively. This choice could impact a large number of
CMV active disease cases. Empirically, we choose greater than or equal to 565 IU/ml
(1,000 copies/ml) as a threshold for our center. Although this level was defined in the

present study, it will be validated in a prospective analysis in our population.

Although the different studies are not comparable, we cite below some
thresholds defined by other authors. Li et al. defined thresholds of 1,000, 4,000, and
10,000 copies/ml in whole blood samples as cutoffs for starting antiviral therapy in
groups with high, intermediate, and low risk of CMV disease, respectively (30).
Kalpoe et al. defined an optimal cutoff value of 10,000 copies/ml for bone marrow-
transplanted patients and 6,300 copies/ml in plasma samples for SOT patients (31).
Humar et al., using plasma samples from a group of liver transplant recipients,
described an optimal cut-off value for initiating therapy that was within the range of
2,000-5,000 copies/ml (32). More recently, Martin-Gandul et al. performed a
prospective cohort study of consecutive CMV seropositive SOT patients undergoing
kidney, liver and heart transplantation and established a viral load of 3983IU/ml
(2,600 copies/ml) as the optimal cut-off for initiating preemptive therapy (33). Greater
agreement between the thresholds in different centers has been expected since
2010, when the World Health Organization released an international calibration
standard for CMV QNAT (34;35). The definition of our threshold was particularly

addressed to intermediate risk groups among adult populations with a high
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prevalence of CMV, but clinical outcome correlations are the most appropriate

parameter for validating the optimal value.

In terms of clinical outcome, recurrence of CMV infection/disease after
treatment was experienced by 40% (6/15) of our patients, which is a slightly higher
rate (19-30%) than that observed by other authors for different types of SOT (29;36-
38). These data suggested the possibility of an early suspension of the specific
antiviral treatment based on a less-sensitive method (pp65Ag). In our study, the
median total duration of CMV DNAemia in the 1% episode was longer with QNAT than
with pp65Ag. According to recent recommendations for treatment discontinuation,
patients should have a minimum of one or two negative QNAT results, which
minimizes the risk of recurrence and development of resistance (1;39). However we
did not show an association between higher viral clearance time and recurrence
(29;37).

In conclusion, we have established a threshold viral load of greater than or
equal to 565 IU/ml (1,000 copies/ml) in plasma as the optimal value for starting
preemptive therapy for CMV-seropositive HTR at intermediate risk. Validation and
periodic reassessment of thresholds for the diagnosis of CMV active infection should
be implemented at the local level. Considering the recent WHO CMV-QNAT
standardization, inter-laboratorial comparison has become more reliable to establish

more homogeneous thresholds in solid organ transplant recipients.
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Table 1. Distribution of heart transplanted patients according demographic and

clinical characteristic data.

Non CMV
CMV group
group
N % N % P-Value OR Cl195%

Patients 15 60 10 40 - — —
Transplant recipient data
Age y Median (range) 51(32-63) 50.5 (39-64) 0.390 -10.65, 4.31
Gender male 9 60 8 80 0.400 0.390 0.03, 3.07
Transplant donor data
Age y Median (range) 29(17-45) 23.5(17-40) 0.401 --- -4.26, 10.26
Gender male 14 93.3 7 70 0.267 5.560 0.37, 336.90
Pretransplantation cardiomyopathy

Idiopathic-dilated 6 40 3 30 0.939 1.530 0.22, 12.95

Chagas-dilated 3 20 3 30 0.911 0.596 0.06, 5.73

Valvular-dilated 2 13.3 2 20 >0.999 0.628 0.04, 10.28

Ischemic- dilated 2 13.3 - - 0.700 undefined 0.12, undefined

Others' 2 13.3 2 20 >0.999 0.628 0.04, 10.28
CMV serostatus (donor /recipient)

D-/R+ 3 20 2 20 >0.999 1 0.09, 14.54

D+/R+ 11 73.3 4 40 0.212 3.875 0.57, 31.58

D (unknown)/ R+ 1 6.67 4 40 0.128 0.118 0.00, 1.51
Immunosuppression
Standard regimen
CyA+MMF+ PDN 15 100 10 100 -
Switched regimen
CyA+AZA+ PDN? 2 13.3
mTOR inhibitors (sirolimus)? 1 6.7 -—- - - - -

T Congenital, viral, familial and puerperal cardiomiopathy “Two patients switched to azatiothioprine due to reactivation of Chagas disease’ One
patient switched to sirolimus due to renal failure. OR, odds ratio; CYa, cyclosporine; MMF, mycophenolate mofetil; AZA, azathioprine; PDN,

prednisone.



Table 2. Distribution of heart transplanted recipients with CMV infection/disease

according clinical outcome.

Clinical outcome N "
CMV active infection 11 73.3
CMV disease 4 26.7

Viral syndrome 2 13.3
Tissue invasive disease 2 13.3

Interval from HTx to CMV infection (weeks)

Median (range) 7 (3-22)

Outcome of CMV infection after antiviral treatment

Cure 15 100
New episode of CMV infection 6 40
Interval from first episode and recurrence (weeks)
Median (range) 14 (11- 57)
Interval from HTx and second episode (weeks)
Median (range) 20(13-62)

HTx, Heart Transplantation

109



Table 3. Assay parameters of QNAT for CMV according different thresholds.

Threshold QNAT (International Units/ml)

Parameters 2282 2565 21695
Sensitivity 81.67% 68.33% 45.00%
Specificity 90.33% 92.94% 96.65%
Positive Predictive Value 65.33% 68.33% 75.00%
Negative Predictive Value 95.67% 92.94% 88.74%
Diagnostic Accuracy 88.75% 88.45% 87.23%
Likelihood ratio of a Positive Test 8.449 9.675 13.450
Likelihood ratio of a Negative Test 0.203 0.341 0.569

Cohen's kappa (Unweighted) 0.656 0.613 0.493

Number of CMV infection detected’ 15 13 7

per patient
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Table 4: Comparison of viral kinetics in relapsing versus non-relapsing group

Relapsing Group Non Relapsing p
N=6 Group
N=9
Initial viral load
(median; min-max) Ul/ml 1022 (29-3281) 584 (16-49219) 0.221
Time to negativation Agpp65
(days) 7(7-14) 14(7-14) 0.386
Time to negativation QNAT 14(7-63) 24.5(14-63) 0.633
(days) ' '
Number of patients with 3/6 (50° 3/7 *(42.9°
detectable viral load after (50%) (42.9%) 0.825

treatment of the 1% episode
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Figure 1: Receive Operator Characteristic (ROC) curve to validate CMV viral load
threshold for preemptive therapy.
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