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Resumo

Resumo

O Citomegalovirus permanece como uma das maiores causas de morbilidade e
mortalidade entre os recetores de transplante de 6rgao solido (SOT), apesar dos notdveis
progressos no seu diagnodstico, prevencao e tratamento. Atualmente sdo utilizadas duas
metodologias na monitorizagdo da infe¢ao e doenca por CMV nestes doentes: o método
da antigenémia para detecao do antigénio pp65 e o teste quantitativo de detecao de acidos
nucleicos (QNAT). Este estudo propde-se a comparar dois QNAT diferentes (o teste
Roche COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV, comercialmente disponivel, € um
teste RT-PCR in house) e uma técnica de antigenémia pp65. Um total de 49 amostras
provenientes de 32 recetores de transplante (28 transplantados renais e 4 transplantados
cardiacos) foram submetidas a estas trés metodologias. Os resultados revelaram uma
concordancia estatisticamente significativa (niveis de concordancia entre 81,6 ¢ 71,4% e
valores de coeficiente Cohen’s kappa entre 0,456 ¢ 0,602 com um nivel de significancia
<0,001) e uma correlacdo moderada a elevada (P < 0,01) entre estes métodos (valor de
coeficiente de Spearman de 0,769 para a comparagao entre a antigenémia ¢ 0 COBAS,
0,546 entre a antigenémia € a RT-PCR in house e 0,736 entre o COBAS e a RT-PCR in
house). Os notaveis e inesperados resultados obtidos pelo teste da antigenémia refletem
as décadas de experiéncia que o laboratorio de microbiologia do Hospital Egas Moniz e
o operador tém com esta técnica, dado a sua interpretagao ser subjetiva e dependente da
experiéncia de quem estd a efetuar o teste. Adicionalmente foi possivel observar que um
terco (33,3%) de todas as amostras positivas para antigenémia tinham contagens de 1 ou
2 células positivas. Os resultados deste estudo revelaram concordancia e correlagdo entre
as trés técnicas, concluindo-se assim que estas podem ser utilizadas com sucesso na

monitorizagdo de doentes sujeitos a SOT.

Palavras-chave: Citomegalovirus; transplante; antigenémia; QNAT.






Abstract

Abstract

Cytomegalovirus remains a major cause of morbidity and mortality among solid
organ transplant recipients, despite remarkable advances in its diagnosis, prevention and
treatment. Currently two methodologies are used to monitor CMV infection and disease
in these patients: pp65 antigenemia assay and quantitative nucleic acid test (QNAT). The
propose of this study is to compare two different QNAT (one commercially available,
Roche COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV test and another laboratory-
developed RT-PCR test) and one CMV pp65 antigenemia assay. A total of 49 samples
from 32 transplant recipients (28 renal and 4 cardiac transplants) were submitted to these
three methodologies. The results show a statistically significant agreement (concordance
rates between 81,6 and 71,4% and Cohen’s kappa coefficient values between 0,456 and
0,602 with a level of significance < 0,001) and a moderate to high significant (P < 0,01)
correlation between these methods (Spearman’s coefficient value of 0,769 for pp65
antigenemia and COBAS, 0,546 for pp65 antigenemia and RT-PCR “in house” and 0,736
for COBAS and RT-PCR “in house” comparison). The remarkable and unexpected
results obtained by the antigenemia test reflects the decades of experience in this
technique by the microbiology laboratory of Egas Moniz Hospital and the operator, since
that the interpretation of this test is subjective and depends on the expertise of the person
performing the test. Additionally, one third (33,3%) of all antigenemia positive samples
have 1 or 2 positive cells. The results from this study show an agreement and a correlation
between the three methodologies, therefore we conclude that these can be used

successfully for after solid organ transplant recipients monitoring.

Keywords: Cytomegalovirus; transplant; antigenemia; QNAT.
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Introducgdo

1. Introducao

O Citomegalovirus Humano (Human betaherpesvirus 5) ¢ um virus ubiquo,
pertencente a familia Herpesviridae, que foi pela primeira vez isolado nos anos 50, por

Margaret Smith.

A infecdo por CMV (Citomegalovirus) ¢ endémica, apresentando uma

seroprevaléncia na populacdo mundial adulta que varia entre 30 e 100 %.

Aquando do primeiro contacto deste virus com um hospedeiro imunocompetente,
surge a infe¢cdo primaria, a qual se revela na maioria das vezes assintomatica, podendo
em 10% dos casos causar uma doenga benigna e autolimitada designada de sindrome
mononucledsico. Sendo um herpesvirus, apds a infegao primaria estabelece uma infecao
latente a qual pode sofrer, esporadicamente, episodios de reativagcdo, os quais nao sao

habitualmente detetados no individuo saudavel.

Ao inverso do que sucede no individuo imunocompetente, no hospedeiro
imunocomprometido (individuos VIH [Virus da Imunodeficiéncia Humana] positivo e
transplantados) e subdesenvolvido (fetos e recém-nascidos) a infe¢ao citomegalica ¢ uma

importante causa de morbilidade e mortalidade.

Nas ultimas décadas, o reconhecimento da importancia clinica do CMV nestes grupos
de risco, levou a um grande desenvolvimento dos métodos de diagnostico e monitorizagao
da infecao por este virus (serologia, métodos de detecao de acidos nucleicos, antigenémia,
cultura de células e histopatologia), onde se destaca a transi¢do, inicial, da utilizacao de
métodos laboratérios baseados em cultura de células para técnicas de antigenémia e,

posteriormente, desta tltima para metodologias de dete¢do de 4cidos nucleicos.

A presente dissertacdo tem como principal objetivo a avaliacdo das metodologias de
monitorizagdo utilizadas no contexto do individuo sujeito a transplante de 6rgao solido,
com destaque para o transplante cardiaco e renal. Para tal ¢ feita, inicialmente, uma
revisdo bibliografica sobre o CMV, abordando com mais pormenor a infe¢do e doenga
citomegalica em doentes transplantados e as metodologias de diagnostico e monitorizagao
deste virus, de modo a contextualizar a tematica. De seguida, ¢ apresentado em formato

de artigo cientifico a investigagdao de campo desenvolvida com o intuito de comparar trés

15



Infecdo Citomegalica: Comparagdo de metodologias de monitorizagdo em transplantados cardiacos e renais

técnicas de monitorizacdo de transplantados cardiacos e renais (teste de antigenémia para
detecdo do antigénio viral pp65, teste Roche COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV

e uma técnica “in-house” de RT-PCR).

Para composicao da primeira sec¢do desta dissertacao (revisao bibliografica: Infecao
Citomegalica) recorreu-se a literatura cientifica presente em bases de dados on/ine, como
sdao, o PubMed, o ScienceDirect, o0 Google Scholar, o SpringerLink e o PLOS. No final
desta sec¢do sdo apresentas as referéncias bibliograficas correspondentes a esta revisao
bibliografica. Para elaboracdo da segunda seccdo (proposta de artigo: Comparacao de
metodologias de monitorizagdo em transplantados cardiacos e renais) foi visualizada a
realizagdo das trés técnicas (o teste COBAS e o teste de antigenémia pp65 no laboratorio
de microbiologia do Hospital Egas Moniz ¢ a técnica “in house” de RT-PCR no
laboratdrio de microbiologia da Nova Medical School/Faculdade de Ciéncias Médicas) e
posteriormente foram recolhidos os resultados, provenientes da anélise de 49 amostras de
32 doentes transplantados (28 transplantados renais e 4 transplantados cardiacos) do
Centro Hospitalar Lisboa Ocidental, dos 3 testes mencionados acima. Tendo sido, a partir
destes resultados, construida uma base de dados, a qual foi utilizada para a elaboragdo da
proposta de artigo aqui apresentado. No final desta seccdo sdo apresentadas as referéncias
bibliograficas correspondentes a proposta de artigo, desta forma este estd pronto para

submissdo ao Journal of Clinical Virology.
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2. Infecao Citomegalica

2.1 CMV

O Citomegalovirus humano (em inglés, Human Cytomegalovirus, HCMV), também
conhecido como Human betaherpesvirus 5, ¢ um virus ubiquo, que pertence a familia
Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae e ao género Cytomegalovirus (International
Committee on Taxonomy of Viruses, 2016). Foi isolado pela primeira vez nos anos 50, a
partir de uma glandula salivar humana e ¢ atualmente um dos maiores virus humanos

conhecidos (Ramanan & Razonable, 2013).

2.2  Histoéria

Os efeitos do Citomegalovirus humano foram observados pela primeira vez, no
ano de 1881, por Hugo Ribbert, patologista alemao. Este visualizou células de grandes
dimensdes, contendo inclusdes intranucleares, nos rins de um nado-morto por sifilis € na
glandula parétida de criangas. Em 1904, A. Jesionek e B. Kiolemenoglou descreveram
células pulmonares, renais e hepaticas com aspeto morfolégico semelhante, num nado-
morto de 8 meses, como estando relacionadas com protozoarios. Trés anos mais tarde, C.
Lowenstein, descobriu células similares nas glandulas parotidas de quatro criangas (Ho,

2008; Makker, Bajantri, Sakam & Chilimuri, 2016).

Em 1921, foram observados, por E. Goodpasture e F. Talbot, em células infetadas
com o virus da Varicela-Zoster, e por B. Lipschuetz, em células infetadas com o virus
Herpes simplex, inclusdes intranucleares a semelhanga das infetadas pelos
”protozoarios”. Em 1925, W.C. VonGlahn e A.M. Pappenheimer, tendo por base estas
descobertas, colocaram a hipotese das alteragdes celulares descritas por Ribbert, serem
produzidas por virus e ndo por protozoarios. Estes foram os primeiros indicios de que
todos estes virus pertencem a mesma familia, posteriormente denominada de

Herpesviridae (Ho, 2008; Makker et al., 2016).

Em 1932, S. Farber e S. Wolbach detetaram um grande nimero de células
contendo inclusdes intranucleares nas glandulas salivares, de 26 criangas autopsiadas de
um grupo de 183, hoje ¢ sabido que este representa um local major de replicacdo e

transmissao do virus. Perante esta descoberta surgiu o termo “virus da glandula salivar”.
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No mesmo ano, estas células foram detetadas em 25 casos letais de infe¢do congénita,
que se caracterizava pela presenga de petéquias, hepatoesplenomegalia e calcificagdes
intracerebrais. Considerando este quadro clinico, J.P. Wyatt e a sua equipa, em 1950,
sugeriram o nome de Doenca Generalizada de Inclusdes Citomegalicas (do inglés,

Generalized Cytomegalic Inclusion Disease - CID) (Ho, 2008).

Visto a presenca de inclusdes intranucleares, nas células dos tubulos renais, ser
uma contante, foi possivel, pela primeira vez, em 1952 por G.H. Fetterman, o diagndstico
ante mortem da CID, a partir de uma preparacao citoldgica de sedimento urinario de um
caso suspeito. No ano seguinte, W.H. Minder, conseguiu visualizar ao microscopio
eletronico, em células pancreaticas de um caso de CID, particulas, que sugeriam como

causa desta doenga, um virus (Ho, 2008).

O virus foi pela primeira vez isolado, em 1955, por Margaret Smith, atualmente
considerada a mae do citomegalovirus humano, a partir de glandulas salivares, em cultura

de células humanas (Reddehase, 2015).

Em 1957, foi proposto por T.H. Weller, o nome “Citomegalovirus” para este

agente infecioso (Ho, 2008).

2.3 Estrutura

No que concerne a sua estrutura, o citomegalovirus, a semelhanga dos restantes
elementos desta familia, consiste num core de genoma viral circunscrito por uma
nucleocapside icosaédrica, que por sua vez estd contido num involucro de natureza
glacido-lipido-proteica, sendo que entre os Ultimos se encontra o tegumento (Dai et al.,
2013). O diametro do CMVH (Citomegalovirus Humano) ¢ de cerca de 150-200 nm,

sendo portanto, considerado o maior herpesvirus (Dioverti & Razonable, 2016).

O genoma do CMVH ¢ o maior de entre todos os herpesvirus humanos, sendo
composto por ADN (4cido desoxirribonucleico) de cadeia dupla linear, com um tamanho
de aproximadamente 236 000 pares de bases, contendo mais de 200 ORFs (open reading
frames) (Chaer, Shah & Chemaly, 2016; Dolan et al., 2004; Sylwester et al., 2005). O
genoma ¢ segmentado, sendo composto por 2 sequéncias ou regides diferentes,
designadas curta e longa (em inglés, long, L; short, S), que se ligam covalentemente

(Dolan et al., 2004). Cada sequéncia consiste numa zona central (em inglé€s, unique long
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sequence, UL; unique short sequence, US) limitada por sequéncias repetidas invertidas.
Em cada uma das extremidades do genoma encontra-se uma sequéncia terminal repetida,
uma longa e outra curta (em inglés, terminal repeat long, TRL; terminal repeat short,
TRS) que sdo complementares e entre as 2 zonas centrais encontram-se duas sequéncias
repetidas invertidas internas, uma longa e outra curta (em inglé€s, internal repeat long,
IRL; internal repeat short, IRS). Fazendo com que a configuracao geral do genoma se
apresente como TRL-UL-IRL-IRS-US-TRS (Davison et al., 2003; Murphy et al.,
2003).

Por convengdo, geralmente, os genes do CMV sao designados segundo a posi¢ao
que ocupam no genoma viral, ou seja, por exemplo, o gene UL54 (o gene da ADN
polimerase viral) € o 54° gene na regido UL do genoma do CMV (Michael Boeckh &
Geballe, 2011).

A nucleocépside icosaédrica ¢ formada por 162 capsdémeros e tem na sua composicao
4 proteinas major: a proteina major da capsula (em inglés, major capsid protein, MCP),
a proteina minor da capsula (em inglés, minor capsid protein, mCP) a proteina de ligagao
a mCP (em inglés, mCP binding protein, mC-BP) e a proteina mais pequena da cépsula
(em inglés, smallest capsid protein, SCP) (Butcher, Aitken, Mitchell, Gowen & Dargan,
1998; Dai et al., 2013).

O tegumento ¢ uma matriz proteica que contém a maior parte das proteinas do
virido, cerca de 38 proteinas, sendo estas fosforiladas (Smith, Kosuri, & Kerry, 2014).
Sado 5 as proteinas major do tegumento, designadamente, a fosfoproteina 65 (pp65 ou
unique long 83, UL83, a proteina mais abundante no tegumento), a fosfoproteina 71 (pp71
ou ULS&2), a fosfoproteina 150 (pp150 ou UL32, a segunda proteina mais abundante no
tegumento), a maior proteina do tegumento (UL48) e a fosfoproteina 28 (pp28 ou UL99).
Para além destas, ¢ possivel encontrar no tegumento outras proteinas em menores
quantidades e ainda ARN (4cido ribonucleico) viral e celular (Crough & Khanna, 2009;
Kalejta, 2008). As proteinas do tegumento desempenham importantes fungdes ao longo
de todo o ciclo de vida do virus, incluindo, ao nivel da internalizacao viral, expressao de
genes, evasao do sistema imunitdrio, montagem das novas particulas virais e libertagao

do virido da célula infetada (Tomtishen III, 2012).

O involucro viral tem aproximadamente 10 nm de espessura e ¢ composto por
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uma bicamada lipidica, que contém diferentes tipos de glicoproteinas virais (destacando-
se as glicoproteinas gB, gM, gN, gH, gO e gL, que formam 3 complexos de
glicoproteinas, gCI [gB], gCII [gM/gN], gCIII [gH/gL/g0]), as quais desempenham
importantes fungdes de adesdo e entrada do virus nas células do hospedeiro (Coleman,

Hornig, Maddux, Choi & McGregor, 2015).

2.4 Ciclo de replicagao viral

O CMVH pode entrar na célula humana através de 2 vias, por fusdo com a
membrana celular ou por endocitose (Wang, Yu, Schréer, Murphy & Shenk, 2007). De
forma a ocorrer a internalizagdo viral ¢ necessaria a interagdo das glicoproteinas do
involucro do virus (nomeadamente, gB, gH e gl.) com recetores celulares especificos (tais
como, o fator de crescimento o derivado de plaquetas e integrinas) seguida da fusdo do
involucro viral com a membrana celular, libertando assim a nucleocapside e as proteinas
do tegumento no citosol da célula hospedeira. A via endocitica, dependente de pH baixo,
¢ mediada por glicoproteinas do involucro viral e € dependente dos genes UL128, UL130
e UL131A (Michael Boeckh & Geballe, 2011; Crough & Khanna, 2009; Soroceanu,
Akhavan & Cobbs, 2008). Esta estd implicada na infecdo de células endoteliais e
epiteliais, células do musculo liso e fibroblastos, sendo importante na persisténcia,
disseminagdo do virus e progressao da doenga por CMV (Ryckman, Jarvis, Drummond,

Nelson & Johnson, 2006).

Apos internalizagdo viral, algumas proteinas do tegumento, nomeadamente UL47
e UL48 (e possivelmente a proteina pp150), associam-se a nucleocdpside e medeiam o
seu transporte ao longo dos microtibulos do citoplasma celular até & membrana nuclear.
Aqui a nucleocapside dissocia-se dos microtubulos e dispde-se entre um poro nuclear,
onde o genoma viral ¢ libertado para o nucleo. Das restantes proteinas do tegumento,
parte migra de forma independente para o nicleo (nomeadamente, pp65 e pp71) e outra

parte permanece no citoplasma (Kalejta, 2008).

Uma vez no nucleo, o genoma viral ¢ circularizado e da-se inicio a transcrigao e
tradu¢ao de genes que compreende 3 fases sequénciais. Numa primeira fase sao
transcritos os genes imediatamente precoces ou a-genes que dao origem as proteinas
imediatamente precoces (proteinas ndo estruturais). Estas sdo necessarias a expressao dos

genes subsequentes, genes precoces ou [3-genes, que por sua vez vao originar proteinas

20



Infe¢do Citomegdlica

precoces (proteinas ndo estruturais), fundamentalmente enzimas essenciais a replicacao,
nomeadamente, ADN polimerase, dando assim inicio a replica¢do do genoma viral. Numa
terceira fase, posterior a replicacdo, tem inicio a transcrigdo dos genes tardios ou y-genes,
que originam proteinas tardias (proteinas estruturais) que sao constituintes da

nucleocapside e do invélucro viral (Chambers et al., 1999).

Esta etapa de transcricao viral, € consequentemente as seguintes, sao influenciadas
pela localizagao celular da proteina do tegumento pp71. No caso em que esta migre para
o nucleo a expressao dos genes imediatamente precoces ¢ ativada e a infegdo litica tem
inicio. Se, por contrario, a proteina pp71 permanece ao nivel do citoplasma da célula
hospedeira, a expressdo dos genes imediatamente precoces € reprimida e o virus

estabelece laténcia (Kalejta, 2008).

A expressao dos genes tardios da inicio a montagem da nucleocapside viral, com
proteinas sintetizadas no citoplasma das células hospedeira que migram para o nucleo, e
consequente encapsidagdao do ADN viral replicado anteriormente. A nucleocapside ¢
entdo transportada para o citoplasma onde se associa a proteinas do tegumento e
posteriormente desloca-se até uma estrutura celular iinica denominada de complexo de
montagem (em inglés, assembly complex, AC), que ¢ composta por componentes do
reticulo endoplasmatico, do complexo de golgi e do compartimento endossomal. Aqui a
nucleocapside adquire o involucro maduro e de seguida ¢ libertada por um processo de
exocitose (eventualmente lise celular) para o exterior da célula infetada. Durante este
processo de montagem e libertacao das particulas virais as proteinas do tegumento pp150
e pp28 desempenham fungdes importantes. A primeira mantém a estabilidade e direciona
a nucleocapside no citoplasma, tal como, reorganiza o citoplasma durante a montagem da
particula viral, ao passo que, a segunda ¢ essencial na formagao do involucro viral (Jean

Beltran & Cristea, 2014; Tomtishen III, 2012).

2.5 Epidemiologia

A infegdo citomegalica ¢ endémica, ndo tem predominio sazonal conhecido e tem uma
prevaléncia que varia entre 30 ¢ 100 % na populacdo mundial adulta, dependendo de
fatores epidemiologicos, como o sdo, a idade (observam-se uma seroprevaléncia mais
elevadas em faixas etarias superiores) a distribuicdo geografica (nos paises em

desenvolvimento a seroprevaléncia ¢ superior a dos paises desenvolvidos) e o status
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socioeconomico (em paises onde o nivel socioecondomico ¢ mais precario a
seroprevaléncia € superior e geralmente os grupos socioecondémicos mais elevados
apresentam uma seroprevaléncia mais baixa e adquirem a infe¢do mais tarde). Outros
fatores que estdo diretamente associados a uma superior seroprevaléncia incluem,
populagdes nao caucasianas, cuidar de criangas pequenas, atividade sexual ativa, locais
com concentracdo muito elevada de pessoas e individuos do género feminino (Cannon,
Schmid & Hyde, 2010; Feng et al., 2016; Marsico & Kimberlin, 2017; Razonable &
Humar, 2013).

No que se refere ao estado imunitario da populacao residente em Portugal, o 2°
Inquérito Serologico Nacional realizado em 2001-2002, veio apurar que neste pais a
seroprevaléncia do CMV ¢ bastante elevada (77%) e que a primoinfecdo ocorre
maioritariamente nos primeiros anos de vida, entre o 2° ¢ 0 4° ano de idade (com 66,5%
desta faixa etaria a apresentar anticorpos IgG (imunoglobulina da classe G) anti-CMV
positivos), periodo que coincide com a entrada da crianga no jardim-de-infancia. Este
perfil serologico mantém-se até aos 15 anos, idade a partir da qual aumenta para os 71,3%,
mantendo-se relativamente imutavel até aos 29 anos. O valor da prevaléncia dos
anticorpos contra o CMV vai de forma gradual aumentado nos grupos etarios seguintes,
até atingir um valor de 95,6 % nos individuos com mais de 65 anos. E de salientar que
até ao escaldo etario dos 5 aos 9 anos, inclusive, a proporc¢ao de anticorpos entre os dois
géneros ¢ semelhante, mas nos seguintes ¢ observado uma propor¢do superior nos
individuos do sexo feminino, quando em comparacdo com os individuos do sexo
masculino. Destaca-se ainda, que 24,5% e 18,5% das mulheres em idade fértil
(respetivamente, grupo etario dos 20 aos 29 anos e dos 30 aos 44 anos) estdo

predisponiveis a infecao por este virus (Lopo, Vinagre & Palminha, 2004).

2.6 Vias de transmissao
O tnico reservatério conhecido do CMV ¢ o Homem e por esta razdo sé as estirpes
encontras neste sdo infeciosas para o humano, ndo o sendo as restantes estirpes

encontradas noutras espécies animais (D. S. Ross, Dollard, Victor, Sumartojo & Cannon,

2006).

A transmissdao do CMV efetua-se por exposicao, direta ou indireta, das superficies
mucosas do trato respiratdrio superior ou do trato genital, a praticamente qualquer fluido

corporal, tal como, urina, sangue, fezes, saliva, lagrimas, colostro, leito materno, sémen,
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secrecOes cervicais e outras secre¢oes corporais de individuos infetados (Hayashi et al.,
2011; Joseph et al., 2006; Ludwig & Hengel, 2009). Para além disto a transmissao
também pode ocorrer por contacto com superficies contaminadas com o particulas virais
vidveis, por transfusdes de sangue, por transplante de 6rgdo solido ou por transplante de
células precursoras hematopoiéticas de doadores infetados (Gandhi & Khanna, 2004;

Preiksaitis, Sandhu & Strautman, 2002; Stowell et al., 2012).

Assim, ¢ possivel agrupar as vias de transmissdo do CMV de forma cronolédgica
(Horta et al., 2007; Lopo, Vinagre, & Palminha, 2004; Pass & Anderson, 2014; Sia &
Patel, 2000; Vamvakas, 2005):

1. Durante a gestacdo - origina a infecdo congénita, transmitida de forma vertical,
via transplacentaria, que pode decorrer de uma infe¢do primaria ou de uma infegao
recorrente (reativagao e reinfe¢do) materna;

2. Durante e apds o parto - causa a infe¢ao perinatal, que se refere a uma forma de
transmissao vertical, que ocorre aquando da passagem do recém-nascido pelo
canal de parto, por exposicao a secregdes cervicais contaminadas, ou durante a
amamentacgao (mais frequente). Neste periodo neonatal a aquisi¢cao da infe¢ao por
transfusdo sanguinea ¢ irrelevante pois € consensual a utilizagdo de sangue
desleucocitado em todas as unidades neonatais portuguesas;

3. Durante a infancia — periodo onde a taxa de infecdo primaria ¢ superior. Ocorre
por transmissdao horizontal, e sucede, principalmente, do contacto com urina e
saliva de criangas infetadas, sendo considerados como locais propicios a esta
transmissao, os jardim-de-infancia;

4. Apo6s a infancia — pode ocorrer por transmissdo horizontal, habitualmente,
adquirida por contacto com criancas infetadas, transmissdo sexual ou contacto
com saliva infetada. Pode ainda ocorrer por transmissdo iatrogénica através de
transfusdo, transplante de o6rgdos solidos ou transplante de células precursoras
hematopoiéticas. A primeira tronou-se rara, desde que se recorre a estratégias de
utilizacao de produtos sanguineos seronegativos ou desleucocitados nos recetores
seronegativos. Relativamente a transmissdo via orgao transplantado, esta pode
desencadear uma infe¢ao primadria (caso o recetor seja CMV seronegativo) ou uma
reinfecao (quando o recetor CMV seropositivo recebe um 6rgdo infetado que

motiva a infecdo com a estirpe recebida).
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2.7 Patogénese e Resposta Imunitéria

O CMV provoca uma infegdo litica e um efeito citopatico caracteristico nas células
que infecta, dai a sua designacdo (Bruggeman, Debie, Grauls & Boven, 1986). Assim, a
nivel histologico, € possivel observar alteragdes patologicas que consiste no aumento do
volume da célula, podendo esta atingir 25 a 35um, devido ao aumento do volume
citoplasmadtico, e presenca de corpos de inclusdo intranucleares basofilos (que surgem por
agregacao de nucleoproteinas em replicacao) rodeados por um halo. Estas mudancas
conferem a célula infetada um aspeto, comumente denominado, de “olho de mocho”

quando observada a microscopio 6tico (Drew, 1992).

Em individuos imunocompetentes, a infecdo primaria tem, habitualmente, inicio com
a ligacdo e entrada do virus ao nivel das células do epitélio da mucosa. Neste local o virus
comegca a sua replicagao litica, apds a qual, os virides sdo libertados infetando as células
(epiteliais e ndo epiteliais) adjacentes da submucosa. A esta fase de amplificagdo viral
sucede uma primeira virémia com disseminacdo do virus a determinados 6rgdos, como
figado, baco e nddulos linfaticos regionais. De seguida da-se uma segunda virémia, que
leva a uma infe¢do generalizada. O CMV infecta diversas células, tal como, células
epiteliais (inclusive células da retina), células endoteliais, fibroblastos, leucocitos, células
do musculo liso e células dendriticas. Quando a transmissdo ¢ feita através de orgao
transplantado ou transfusao, ndo € necessaria uma amplificagdo viral local, que preceda a
disseminagdo para os 0rgados viscerais ou tecido linfatico regional, pois ha acesso direto

ao sistema circulatorio (La Rosa & Diamond, 2012; Sacher et al., 2008).

Sendo um potente imunogénio, o CMV desencadeia uma resposta por parte de todo o
sistema imunitario do hospedeiro. Assim, aquando da entrada do CMV na célula humana,
o sistema imunitario inato ¢ ativado, sendo desta forma a primeira linha de defesa do
organismo. A detecdo do CMVH ¢ efetuada por uma classe de recetores celulares de
superficie, da familia dos recetores de reconhecimento de padrdes (do inglés, Pattern
recognition receptors, PRRs), denominada recetores 7oll-like (do inglés, Toll-like
receptors, TLR), nomeadamente o TLR2, que ativa desta forma o sistema imunitario
inato. Estes recetores ao reconhecerem e interagirem com as glicoproteinas gB e gH do
involucro viral, iniciam uma cascata de sinalizagdo, que resulta na ativagao do NF-«xB
(fator de transcri¢do), na secrecao de citocinas inflamatorias, como o interferdo alfa/beta

(em inglés, interferon alpha/beta, IFN-a/B), que recrutam células do sistema imunitario
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inato - Células Apresentadoras de Antigénios (do inglés, Antigen Presenting Cells,
APCs), macrofagos e células Natural Killer (NK) - ¢ no aumento da expressao de
moléculas coestimuladoras, como o CD80 e CD86, que sao importantes na ativacao do
sistema imunitario adaptativo (Boehme, Guerrero & Compton, 2006, Boehme, Singh,
Perry & Compton, 2004; Compton et al., 2003; Crough & Khanna, 2009; La Rosa &
Diamond, 2012).

Apo6s 0 CMV ter estabelecido infe¢ao primaria, as particulas virais completas ou
incompletas (ndo possuem nucleocdpside e ADN, em inglés, dense bodies) sdo
processadas pelas APC e apresentadas as células T, através de proteinas de superficie do
complexo principal de histocompatibilidade (do inglés, Major Histocompatibility
Complex, MHC) estimulando desta forma o sistema imune adaptativo (Ahlqvist &

Mocarski, 2011; Khan, 2007).

A resposta do sistema inume adaptativo ao CMV esta entre as mais fortes alguma
vez documentadas no humano. A imunidade adaptativa tem um papel fundamental no
controlo da infecdo primdria e, posteriormente, na manutengdo da infe¢do latente,
prevenindo a reativacdo do CMV (van de Berg, van Stijn, ten Berge & van Lier, 2008).

A resposta imune mediada por células-T tem um papel fundamental no controlo e
restri¢ao da replicacdo do CMV. Este grupo de células divide-se, maioritariamente, em
linfécitos T citotoéxicos (em inglés, cytotoxic T-lymphocyte ou T cytotoxic cell, Tc) e
linfécitos T auxiliares (em inglés, helper T-lymphcyte ou T helper cell, Th),
respetivamente, linfocitos T CD8" (ativadas pelas MHC da classe I) e linfocitos T CD4"
(ativadas pelas MHC da classe II). Estas células desenvolvem resposta direcionadas a
proteinas codificadas nas diferentes fases de replicagdo do CMYV, isto ¢ proteinas
imediatamente precoces, proteinas precoces e proteinas tardias (Sylwester et al., 2005).

As células T CD4" aparecem, em média, 10 dias apds a detecio de DNA viral no
sangue periférico e assumem um func¢ao preponderante na regulacao da funcionalidade e
diversidade das células T CD8", assim como, estimulam a resposta imune humoral através
da ligacdo a linfocitos B, o que conduz a sua ativagdo. As células T CD8" surgem, em
média, 14 dias apos a primeira detegdo das células T CD4 " e tém como funcdo principal
a lise de células infetadas. Em adicdo, ambas as células T, CD8" e CD4", sintetizam
citocinas Thl, tais como, o interferdo gama (em inglés, interferon gamma, IFN-y) € o
TNF-a, que tém efeito direto antiviral contra o CMV (Gamadia et al., 2003; Sester et al.,
2002).
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No decorrer da infe¢do primaria, em consequéncia do reconhecimento dos
epitopos virais, existe uma expansao da proliferagao de células T especificas parao CMV.
ApOs esta etapa, sucede uma fase de clearance viral, acompanhada por uma contracao
progressiva da populagdao de células T, sendo preservada uma pequena populacao de
células T de memoria. No entanto, tal como acontece com os restantes herpesvirus, o
CMV ndo ¢ eliminado na sua totalidade, permanece latente nos mondcitos e granulocitos
do hospedeiro, podendo desta forma, dependendo do stafus imunitario do individuo,
reativar (J. Kim, Kim, & Shin, 2015).

Como consequéncia das repetidas reativagdes do virus ao longo da vida do
hospedeiro, ocorrem sucessivas estimulagdes do sistema imunitario, o que leva a uma
diferenciagdo das células do sistema imunitario € a um aumento progressivo do numero
de células T CD8" e CD4" especificas para o CMV. Assim as células T citotoxicas
especificas para CMV poderdo atingir 40% do pool total de células T CD8" do individuo.
O mesmo sucede com a populagdo de células T CD4", no entanto, de forma menos
expressiva. Este fendmeno, denominado de memory inflation, ¢ antagdnico relativamente
ao que se observa com outros agentes patogénicos, onde habitualmente a resposta imune
diminui ao longo da vida do individuo. (Jackson et al., 2017; J. Kim, Kim, & Shin, 2015;
Pourgheysari et al., 2007)

Para além da imunidade mediada por células T, ¢ ainda desencadeada a resposta
imune humoral, essencial no controlo da disseminacdo viral e consequente minimizagao
das manifestacoes clinicas da doenca (Jonjic et al., 1994). Os linfocitos B, sdo
particularmente importantes neste ramo do sistema imunitario, pois sdo responsaveis pela
producao de anticorpos neutralizantes contra diversas proteinas virais, entre as quais se
destaca a glicoproteina gB do involucro viral, responsavel por aproximadamente 40 a
70% das imunoglobulinas anti-CMV secretadas (Britt, Vugler, Butfiloski & Stephens,
1990).

Assim, nos individuos imunocompetentes, ¢ possivel detetar, 2 a 6 semanas apds
a infecao, IgM (imunoglobulinas da classe M) anti-CMV. Estas podem persistir no soro
do hospedeiro até 2 anos e podem ser detetadas através de métodos serologicos, indicando
a presenga de infe¢do ativa, aguda ou recente. Algumas semanas depois (6-8* semana de
infecdo) comegam a ser secretadas as IgG anti-CMV que persistem toda a vida e a sua
detecdo sugere uma infegao anterior ou passada por CMV (Gandhi & Khanna, 2004;
Ross, Novak, Pati & Boppana, 2011; Zanghellini, Boppana, Emery, Griffiths & Pass,
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1999).

Perante esta vigorosa resposta imunitaria, o CMV tem a capacidade de acionar um
conjunto de mecanismos de evasdo imunitaria, de forma a poder defender-se e subverter
o sistema imunitario do hospedeiro. Neste sentido sintetiza iniimeras proteinas e
microARNs (miARNs) de evasdo imunitdria que vao influenciar e modificar o ambiente
no local da infe¢cdo de modo a limitar o reconhecimento do sistema imunitario. Estes
mecanismos sao maioritariamente expressos durante a infe¢do litica, no entanto, sdo
também importantes na infe¢do latente, dado que impedem a clearance viral por parte do
sistema imunitario (Jackson et al., 2017; Tortorella, Gewurz, Furman, Schust & Ploegh,

2000).

2.8 Definigdes: Infe¢do vs. Doenca Citomegalica
De forma a uniformizar e padronizar a defini¢cdo de determinados conceitos chave
utilizados no ambito de investigacdes relacionadas com citomegalovirus humano sao

apresentados de seguida alguns termos.

Por “infe¢do citomegalica” compreende-se a presenga de virus, proteinas ou acidos
nucleicos virais em qualquer fluido ou tecido corporal (Ljungman, Griffiths & Paya,
2002). Distinguem-se 2 tipos de infecdo por CMV (Azevedo et al., 2015; Sinclair &
Sissons, 2006):

» Infecdo ativa ou produtiva: caracteriza-se pela existéncia de replicagao viral.

» Infecdo latente: ap0Os a resposta imune inicial, o virus persiste em determinadas
células do hospedeiro, utilizando determinados mecanismos para evasdo do
sistema imune e sobrevivéncia, ndo havendo, no entanto, produgdo de novas

particulas virais.

Entende-se por “doenga citomegalica” a infecdo por CMV, a qual esta associado um
conjunto de sinais e sintomas especificos inerentes a este virus (Ljungman, Griffiths &

Paya, 2002). Esta pode ser categorizada em (Razonable & Humar, 2013):

» Sindrome citomegalica: caracteriza-se pela presenca de sinais e sintomas de
doenca citomegalica associada a uma replicacao viral no sangue periférico.
* Doenga citomegalica tecido-invasiva: define-se pela presenga de sinais e

sintomas especificos em 0rgdos alvo e pela evidéncia histoldgica do efeito
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citopatico causado pelo CMV. Podendo estar ou nao associada uma replicagdo

viral no sangue periférico.

2.9 Infegdo primaria, Infe¢do latente e Infecdes recorrentes

Aquando do primeiro contacto do individuo imunocompetente com o virus surge a
infegcdo primaria, que ¢ frequente assintomatica, podendo em raros casos conduzir a uma
complicacdo benigna e autolimitada designada de sindrome mononucledsico. No entanto,
em doentes imunocomprometidos ou subdesenvolvidos (fetos e recém-nascidos), o CMV
¢ considerado uma importante causa de morbilidade e mortalidade (Crough & Khanna,

2009; Ramanan & Razonable, 2013).

ApoOs a infegdo primadria, e apesar da robusta resposta imunitaria do hospedeiro, ha
uma adaptacao viral ao sistema imune, alcangando-se assim um equilibrio homeostatico
entre ambos, e, por consequéncia, a eliminagdo do virus nunca ¢ conseguida (La Rosa &
Diamond, 2012). Deste modo o CMV estabelece e mantém laténcia em determinadas
células do hospedeiro, nomeadamente, nas células da linhagem mieloide. Assim ¢
possivel, nesta fase, detetar o genoma viral em monoécitos do sangue periférico, sendo
este o local major de persisténcia do CMV, e em células progenitoras hematopoiéticas

CD34" (Lau et al., 2016; Taylor-Wiedeman, Sissons, Borysiewicz & Sinclair, 1991).

Uma caracteristica importante da infe¢do latente ¢ o facto de nao se observar producao
de virides infeciosos, isto porque um complexo promotor viral (em inglés, major
immediate early promote — MIEP), responsavel pelo controlo da expressao de genes
imediatamente precoces, se encontra reprimido e consequentemente a expressao de genes
virais liticos e a replicacao viral encontram-se suprimidas (Wills, Poole, Lau, Krishna &

Sinclair, 2015).

O CMV permanece no organismo infetado, sobre a forma de infecao latente, podendo
esporadicamente, devido a episoddios de imunossupressao, inflamacao, infecao ou stress,
ocorrer reativacdo com producdo de novas particulas virais (Kutza, Muhl, Hackstein,
Kirchner & Bein, 1998; Prosch et al., 2000). Estes eventos de reativacdo ou infecao de
novo por CMV nao sdo habitualmente detetados em individuos imunocompetentes (La

Rosa & Diamond, 2012).

Sao diversos os mecanismos que levam a reativagdo do CMV, nomeadamente, através

do fator de necrose tumoral alfa (em inglé€s, tumor necrosis factor alpha, TNF-a) que
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leva a ativagdo da proteina cinase C e do factor nuclear kappa B (em inglé€s, nuclear factor
kappa B, NF-xB) e consequente expressao dos genes imediatamente precoces, necessaria
para uma replicacdo viral completa. A ativagdo destes genes, pode ser igualmente
conseguida através de um mecanismo dependente de catecolaminas, epinefrina e
norepinefrina, que aumentam a concentragdo de adenosina monofosfato ciclico (em
inglés, cyclic adenosine monophosphate, cAMP) na cé¢lula, levando desta forma a
ativacdo do MIEP. Este ultimo mecanismo pode ser igualmente estimulado via
prostaglandinas inflamatorias produzidas durante um processo inflamatorio (Crough &

Khanna, 2009).

Outro processo que leva a infe¢des recorrentes € a reinfecdo, que se carateriza pela
presenca de uma infecao provocada por uma estirpe diferente das anteriores (Ljungman
et al., 2002). Isto s6 ¢ possivel gracas a grande variabilidade genética que este virus
apresenta, que pode ser comparavel com aquela observada nos virus ARN, considerados
como ponto de referéncia entre a populacdo viral, no que diz respeito a grande
diversidade. O CMV possui um consideravel conjunto de genes, que abrange a grande
maioria dos ORFs do seu genoma, que apresentam uma enorme variagdo entre as
diferentes estirpes do virus (Dolan et al., 2004; Renzette, Gibson, Jensen & Kowalik,
2014). Assim ¢ possivel afirmar que, o CMV ndo se apresenta como um genétipo
definido, mas sim como uma diversidade de estirpes diferentes, com uma grande
variedade de possiveis combinagdes genotipicas (Puchhammer-Stockl & Gorzer, 2011).
Esta variabilidade genética ¢ exibida entre individuos (em inglés, interhost variability) e
dentro do mesmo individuo (em inglés, intrahost diversity), podendo apresentar
diversidade inter-6rgdo, sendo denominado, este Ultimo fenémeno, de
compartimentalizagdo e ¢ visualizado em diversos hospedeiros, nomeadamente, adultos
e criangas saudaveis, criancas com infecdo congénita, doentes submetidos a
transplantacao e doentes infetados com o VIH (Renzette et al., 2015). A diversidade de
estirpes de CMV intra-individuo €, provavelmente, o resultado de sucessivas reinfegdes,
que sdo relativamente comuns (podendo ocorrer, em algumas populagdes, a uma taxa
anualizada, de 10%) entre individuos imunocompetentes € imunocomprometidos, € nao
da transmissao de um conjunto de diversas estirpes de CMV no momento da infe¢ao
primaria. Ha evidéncias que correlacionam as infecdes por estirpes mistas com a

progressao da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) em doentes infetados pelo

29



Infecdo Citomegalica: Comparagdo de metodologias de monitorizagdo em transplantados cardiacos e renais

VIH, o aumento da carga viral do CMV e gravidade da doenca citomegalica (Renzette et

al., 2014).

2.10 Infegdo citomegéalica nos diversos hospedeiros

Para a maioria das pessoas, a infegdo por CMV ¢ assintomatica, no entanto, pode
levar a graves consequéncias em individuos de grupos especificos, nomeadamente, feto,
recém-nascido e individuos imunodeprimidos, incluindo, doentes infetados pelo VIH e

transplantados (Gandhi & Khanna, 2004).

2.10.1 Individuo imunocompetente

A infecdo citomegalica, adquirida apdés o nascimento por individuos
imunocompetentes, ¢ habitualmente assintomatica, conduzindo raramente a doenga
citomegalica. Somente 10 % dos casos de infe¢do primaria originam doenga, que se
caracteriza, mais frequentemente, por um conjunto de manifestagdes denominada de
“sindrome mononucledsico” (Eddleston, Peacock, Juniper, & Warrell, 1997). Como o
nome sugere, esta apresenta uma sintomatologia muito semelhante @ mononucleose
infeciosa, provocada pelo virus Epstein-Barr (do inglés, Epstein-Barr virus, EBV),
caraterizando-se pela presenca de febre, astenia, mialgia, cefaleias e hepatomegalia,
podendo estes sintomas persistir durante semanas. Podem ainda surgir esplenomegalia,
linfoadenopatia e faringite, apesar de menos frequentes, ao contrario do que se verifica
com a infecdo por EBV. Outras complicacdes raras, mas graves, da infecdo primaria
citomegalica, sdo sindrome de Guillain-Barré, meningoencefalites, artralgia, artrite, colite
ulcerativa, pneumonia, hepatite, miocardite, anemia hemolitica e trombocitopenia
(Gandhi & Khanna, 2004; Varani & Landini, 2011; Wreghitt, Teare, Sule, Devi & Rice,
2003).

Nos episddios de reativacdo da infegdo latente, que o ocorrem periodicamente, hé
a producdo de particulas virais que sdo eliminadas através da urina, saliva e outras
secrecOes corporais do hospedeiro. Esta eliminagdo, em individuos imunocompetentes,
ocorre de forma assintomadtica e durante curtos periodo (Cannon, Hyde & Schmid, 2011).
Nestes individuos o diagnostico da infeg¢do primaria ¢ efetuado através da historia
clinica e de estudos serologicos, através da pesquisa de IgM e IgG especificas para o

CMV, podendo ser adicionalmente acrescentada a determinacdo da avidez das IgG

(Revello et al., 1998).
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2.10.2 Grupos de risco na infe¢do por citomegalovirus

2.10.2.1 Infecdo congénita e perinatal

O CMV ¢ o agente mais comum a causar infe¢do congénita, atingindo entre 0,2 a
2,0 % de todos os recém-nascidos (Michael Boeckh & Geballe, 2011). A transmissao
materno-infantil intrauterina do CMV, ocorre como resultado da infe¢do na gravida, que
durante este periodo gestacional apresenta um sistema imunitario ndo suprimido, mas sim
ajustado a sua condig¢do Unica, o que modifica a resposta imunitdria materna a estimulos
externos, como o sao os microrganismos (Mor & Cardenas, 2010; Revello & Gerna,
2004). Por esta razdo, a incidéncia da infe¢do citomegalica encontra-se aumentada nas
gravidas, o que, por consequéncia, aumenta o risco de transmissdo materno-fetal. Assim,
em gravidas seronegativas a probabilidade de infe¢do primaria ¢ de 1 a 4%, o que se
traduz num risco de transmissdao ao feto de 30-40%, sendo este superior no terceiro
trimestre da gravidez. Em gravidas com imunidade prévia em que ocorre infe¢do
recorrente, quer seja por reativacdo ou por reinfecdo, o risco de transmissdao ao feto
decresce para cerca de 1,4% (Kenneson & Cannon, 2007; Revello & Gerna, 2004;
Swanson & Schleiss, 2013). Aproximadamente 10-15% dos recém-nascidos que nascem
infetados pelo CMV apresentam sinais e sintomas de doenga citomegalica ao nascimento,
tais como, baixo peso, trombocitopenia com petéquias, purpura, hepatite com
hepatoesplenomegalia e ictericia, pneumonia, coreorretinite, alteragdes neurologicas,
calcificagdes intracranianas, surdez sensorioneural ou aumento da alanina
aminotransferase. Entre as criancas com infecao sintomadtica, cerca de 40-58%
apresentam sequelas permanentes, a nivel neuroldgico, auditivo e visual, e
aproximadamente, 30% nao sobrevive. Das criancas que nascem infetadas, mas que se
apresentam assintomaticas no periodo neonal, cerca de 7-15% sofrem sequelas tardias,
nomeadamente, surdez sensorioneural ou atraso mental (Dollard, Grosse & Ross, 2007;

Goderis et al., 2014; Malm & Engman, 2007).

As infegdes perinatais sdo mais prevalentes que as infecdes congénitas e
geralmente assintomaticas. No entanto, em recém nascidos prematuros ndo se mantém
este padrao, aumentado a probabilidade de surgirem determinadas patologias, tais como,

pneumonia, hepatite e septicémia (Kim, 2010).
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O diagnéstico da infegdo congénita ¢ dividido em pré-natal e pds-natal, e € feito
com base na historia clinica e resultados de diagnéstico laboratorial. No periodo pré-natal
nao ha consenso sobre se se deve ou ndo fazer este rastreio, havendo opinides divergentes,
isto devido a auséncia de terapéutica eficaz que possa ser utilizada nesta fase. A ser feito,
o diagnostico tem como objetivo unico a dete¢do da infegdo primaria na gravida, visto ser
mais provavel a transmissdo e lesdo fetal, ao que acrescem, as dificuldades técnicas de
detecao das infecdes recorrentes (Lazzarotto, Guerra, Gabrielli, Lanari, & Landini, 2011).
Assim, inicialmente sdo efetuados estudos serologicos, seguidos de técnica confirmatdria
de determinagao da avidez das IgG, apds os quais, em caso de confirmagao do diagnostico
de infeg¢do primaria, sdo realizadas pesquisas do virus ou de antigénios virais, no liquido
amnidtico, com o objetivo de se verificar a transmissao vertical ao feto. Esta ultima pode
ser realizada a partir da 21* semana de gestagdo e utiliza como métodos laboratoriais de
diagnostico, técnicas de biologia molecular e cultura celular. Caso sejam detetadas
alteragdes nao esclarecidas nas ecografias ¢ igualmente efetuada amniocentese para
pesquisa de CMV (Hughes & Gyamfi-Bannerman, 2016; Ross, Novak, Pati & Boppana,
2011).

No periodo pos-natal, o diagndstico da infecdo congénita ¢ efetuado através da
detec¢do do virus ou de antigénios virais em amostras de urina ou saliva das primeiras 2
semanas de vida do recém-nascido, de forma a garantir que a transmissao do virus foi
efetuada antes do nascimento. Nesta fase o método de diagnostico de referéncia € o da
cultura celular, apesar de também ser utilizado o da Reagdo em Cadeia da Polimerase (do
inglés, Polymerase Chain Reaction, PCR). Apds as 2 semanas de idade a detecao do virus
pode significar uma infe¢do congénita ou uma infecdo perinatal. Assim, o diagndstico
tardio da infecdo congénita so ¢ possivel recorrendo aos cartdes do diagnostico precoce
(Guthrie Cards ou “teste do pézinho”) que contém uma amostra de sangue da primeira

semana de idade, e procedendo a técnica de PCR (Ross et al., 2014; Soetens et al., 2008).

Relativamente ao diagnostico da infe¢do perinatal, este ¢ feito com base na
histéria clinica e ¢ confirmado quando se verificam em simultaneo, resultados negativos
na pesquisa de CMV ou de antigénios virais, por cultura celular ou PCR, em amostra de
urina, nos primeiros 21 dias de vida e resultados positivos na pesquisa deste virus ou de

antigénios virais, utilizando os mesmos métodos de diagndstico, em amostra de urina ou
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saliva ap6s os primeiros 21 dias (= 22° dia). Isto porque, o CMV sé comeca a ser

excretados a partir da 3-12% semana apos exposicao ao virus (Ross et al., 2011).

2.10.2.2 Individuo imunocomprometido

I Hospedeiro VIH-positivo

O CMV ¢ considerado um importante agente oportunista, nos individuos

portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (Sepkowitz, 2002).

E possivel distinguir, essencialmente, 2 periodos temporais no que diz respeito a
coinfec¢gdo CMV/VIH, um periodo que precede e outro que sucede a introducdo da
Terapéutica Antirretroviral de Elevada Eficacia (do inglés, Highly Active Antiretroviral
Therapy, HAART), que ¢ um regime terapéutico que combina trés ou mais fairmacos
antirretrovirais de pelo menos duas classes diferentes, atualmente designada terapéutica
antirretroviral combinada (TARc). Antes da HAART ter surgido, a infe¢do por CMV era
uma das infegcdes oportunistas mais frequente nos individuos infetados pelo VIH,
afetando aproximadamente 40% destes doentes (Steininger, Puchhammer-Stockl &
Popow-Kraupp, 2006). Com o desenvolvimento deste tipo de terapéutica, em 1995-1996,
assistiu-se a uma redugdo, bastante significativa, na incidéncia da infecdo e,
consequentemente, na doenca citomegalica em doentes VIH-positivo, o que culminou na
diminui¢do da morbilidade e mortalidade em doente coinfetados CMV/VIH (G6émez-
Mora et al., 2017; Palella et al., 1998). Isto acontece, devido a reposi¢ao do sistema
imunitario, nomeadamente das células T CD4", o que impede a replicagdo do CMV

(Verbraak et al., 1999).

Apesar da evolugdo da terapéutica antirretroviral a infe¢do por CMV continua a
ser bastante problematica para estes doentes, existindo evidéncia que sugere que, de
forma direta e/ou indireta, ndo sé acelera a progressao para SIDA, como ¢ um factor de

risco independente de mortalidade (Griffiths, 2006; Spector et al., 1999).

Sao diversos os fatores que contribuem para a aparecimento de doenca por CMV
em doente infetados por HIV, tais como, contagem de células CD4" inferiores a 50
células/mm’, doentes que ndo estejam a receber a TARC ou que o esquema terapéutico
ndo esteja a ser eficaz, historial clinico de infegdes oportunistas prévias, virémia por CMV

elevada e niveis elevados de ARN VIH superiores a 100 000 copias/mL. Nestes
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individuos, o CMV pode causar doenga disseminada ou localizada em orgaos-alvo,
maioritariamente em individuos previamente infetados por este herpesvirus, onde, apds a
reativacdo da infe¢do latente ou reinfe¢ao por uma nova estirpe, se observa a replicacao
viral descontrolada devido a deficiente fungdo das células T (Panel on Antiretroviral

Guidelines for Adults and Adolescents, 2017).

A manifestacdo clinica mais prevalente de doenca por CMV em individuos
portadores do VIH ¢ a retinite, sendo uma importante causa de cegueira nestes individuos
(Karavellas et al., 1999). Podem surgir ainda outras manifestagdes clinicas, tais como,
doenga gastrointestinal (como por exemplo, colite, esofagite e gastrite), encefalite e

pneumonia (Steininger et al., 2006).

Nestes doentes a serologia ¢ utilizada com o objetivo de revelar os individuos em
risco de reativagao e nao como meio de diagnodstico. Neste contexto, o diagnostico ¢
baseado essencialmente na historia clinica e na resposta a terapéutica, isto porque nestes
doentes a detecdo do CMV tem um valor preditivo positivo e negativo baixos. Assim
recorre-se a métodos laboratoriais de diagnostico, em casos de suspeita de pneumonite
(pesquisa por PCR e antigenémia no sangue periférico, cultura celular e estudos
histologicos nos lavados bronco-alveolares), de infecdo do sistema nervoso central
(pesquisa por PCR no liquido cefalorraquidiano), de doenga gastrointestinal (pesquisa por
PCR e antigenémia no sangue periférico, cultura celular e estudos histoldgicos a partir de
uma bidpsia dos tecidos) e de retinite (pesquisa por PCR no humor aquoso ou vitreo)

(Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2017).

Nestes individuos a detegdo do CMV ¢ também importante na monitorizagao €

otimizagdo da terapéutica antirretroviral e anti-CMV (Ross et al., 2011).

IT Hospedeiro submetido a transplante
O Citomegalovirus, apelidado por Henry H. Balfour de “o #roll da transplantagdo”,
¢ o principal agente infecioso oportunista em doentes submetidos a transplante, refletindo
assim a incapacidade do sistema imune deprimido do hospedeiro em restringir a
replicagdo viral (Balfour, 1979; Carbone, 2016; de la Camara, 2016). Apesar da evolucao
neste ambito, decorrente da utilizacdo de terapias preventivas e de diagnosticos mais
precoces, a infecao por CMV continua a ser uma das principais causas de morbilidade e

mortalidade, no periodo pos-transplante, em recetores de transplante de 6rgdo solido (em
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inglés, Solid Organ Transplant, SOT) e transplante de células precursoras
hematopoiéticas (em inglés, Hematopoietic Stem Cell Transplant, HSCT) (Hirsch et al.,
2013; Kwon, Jung, Ko, Lee & Cho, 2015).

A imunodepressao nestes individuos estd associada essencialmente a 2 fatores. O
primeiro € a patologia de base que suscita o transplante e que, salvo raras excegdes, como
hepatites fulminantes, requer ou produz imunossupressao antes do transplante. O segundo
e principal fator causador de imunodepressao € a imunossupressao iatrogénica que estes
doentes recebem apos o transplante (e até antes deste) e que pode ser aumentada da sua
dose habitual em casos especiais, como o sdo a rejeicao de 6rgao ou a doenga do enxerto-
versus-hospedeiro (L’Huillier & Kumar, 2015). Estes regimes terapéuticos de
imunossupressao sao essenciais no individuo transplantado, uma vez que previnem e
limitam a possibilidade de rejeicdo do transplante mediada pelas células T. Em
contrapartida, ao suprimirem a imunidade mediada por células CD4" e CDS’,
fundamentais no controlo e manuten¢ao da infecao latente do CMV, estdo a contribuir
para a replicacdo descontrolada deste virus e elevados niveis de virémia, podendo levar a
graves consequéncias para o hospedeiro, tais como, disseminacdo viral e doenga

citomegalica potencialmente fatal (Rosa & Diamond, 2012).

As células que contém o CMV latente servem como vetor primdrio da transmissao
do virus a estes individuos suscetiveis. Visto o CMV latente ter uma ampla distribui¢ao
no organismo humano, a sua transmissdo a estes individuos ¢ feita através do orgdo
transplantado ou através de produtos sanguineos, no entanto, a primeira ¢ considerada a
causa principal, sobretudo devido a utilizacdo de estratégias preventivas de transfusdo de
produtos sanguineos seronegativos ou desleucocitados em recetores seronegativos

(Razonable & Hayden, 2013; Vamvakas, 2005).

No recetor de transplante podem verificar-se 2 padrdes de infe¢do por CMV: uma
infecdo primadria, caso o recetor nao tenha imunidade prévia (seronegativo) (R-) e o seu
dador seropositivo (D+) para este virus; ou de uma infecao recorrente, quando o recetor
¢ seropositivo (R+). Esta tltima pode ser consequéncia de uma reativacao, quando o virus
latente ¢ reativado como resultado da imunossupressdo, ou por reinfe¢do, quando o

recetor recebe um 6rgao infetado com uma nova estirpe desencadeando, desta forma,

infecao (Eid & Razonable, 2010).
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I[I.a HSCT

O transplante de células precursoras hematopoiéticas tem como objetivo
primordial, o restabelecimento da fun¢ao linfohematopoiética em doentes cujo sistema
imunitario ou a medula 6ssea se encontra defetivo ou danificado. Este procedimento
envolve a infusdo intravenosa de células estaminais provenientes da medula 6ssea, sangue
periférico ou sangue do cordao umbilical, de um dador (transplante alogénico, na sua
grande maioria, realizados em doente com linfomas ou tumores hematologicos) ou do
proprio recetor (transplante autdlogo, muito realizados em doentes com mielomas
multiplos e linfomas ndo-Hodgkin). Previsivelmente, o risco de infecdo esta
consideravelmente aumentado nos individuos sujeitos a HSCT alogénico, em comparagao
com o HSCT aut6logo, uma vez que estes t€m um maior risco de rejei¢do de transplante
e de doenca do enxerto-versus-hospedeiro (DEVH; em inglés, graft-versus-host disease,
GVHD; doenca mediada pelo sistema imunitario, sendo considerada a maior causa de
morbilidade e mortalidade em doentes submetidos a HSCT, e resulta do reconhecimento
e ataque, por parte das células T do enxerto do dador, sobre as células do

recetor)(Jacobsohn & Vogelsang, 2007; L’Huillier & Kumar, 2015; Perumbeti, 2016).

Mundialmente, mais de 60 000 doentes por ano recebem transplantes de células
precursoras hematopoiéticas, dos quais 53% sdo transplantes autologos e 47% sdo

transplantes alogénicos (Niederwieser et al., 2016).

Nestes individuos, o CMV ¢ um dos principais agentes oportunistas apos o
transplante. Sao diversos os fatores de risco que potenciam a infe¢gdo por CMV em
doentes sujeitos a HSCT. O status serologico do recetor e dador € considerado o principal
fator de risco de doenca citomegalica nestes individuos, sendo a seropositividade nos
recetores o risco mais elevado. Nestes, o transplante procedente de um dador nao idéntico
seropositivo (D+/R+) conduz a um aumento da sobrevivéncia aos 5 anos e da
sobrevivéncia sem eventos ¢ a uma diminuicdo da mortalidade relacionada com o
transplante, em comparacido com um dador ndo idéntico seronegativo (D-/R+),
potencialmente devido ao efeito protetor da imunidade que ¢ transferida do dador. O
mesmo nao acontece com o HSCT entre individuos idénticos, onde se observa uma
sobrevivéncia global e mortalidade relacionada com o transplante semelhantes no recetor
seropositivo (R+), quer se trate de um dador seropositivo (D+) ou seronegativo (D-)

(Ljungman et al., 2003). Por outro lado, o risco de infecdo e doenca nos recetores
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seronegativos que recebem o HSCT de um dador seropositivo (D+/R-) € baixo (Ariza-
Heredia, Nesher & Chemaly, 2014). Evidentemente, o risco de infecdo primaria no
recetor seronegativo, cujo dador ¢ igualmente seronegativo (D-/R-), ¢ muito baixa, desde
que se utilizem estratégias preventivas de transfusdo de produtos sanguineos
seronegativos ou desleucocitados nos recetores seronegativos (Boeckh & Geballe, 2011).
Desta forma, no pds-transplante de células precursoras hematopoiéticas, observa-se que
a reativacao da infecdo latente (recetores seropositivos) tem maior incidéncia do que a
infecdo primaria (recetores seronegativos), aproximadamente, 80% e 30%,
respetivamente, contrastando com o que acontece com o transplante de 6rgao solido

(Ljungman, 2007).

Outros fatores de risco associados a infecdo por CMV apos HSCT sdo a idade
avangada do recetor, o transplante de células estaminais do sangue do cordao umbilical,
a irradiacdo corporal total, a quimioterapia com regimes contendo fludarabina ou
globulina antitimocitica, a transplantacao de células estaminais com deplecao das células
T, a doenga do enxerto-versus-hospedeiro aguda ou crdnica, a baixa contagem de células
CD4" no recetor, a ndo detecdo de células T especifica para CMV no recetor seropositivo,
a utilizagdo de altas doses de corticoides e o grau de compatibilidade HLA (do inglés,
Human Leukocyte Antigen — Antigénios leucocitarios humanos) entre o dador e o recetor

(Ariza-Heredia et al., 2014; Boeckh & Geballe, 2011).

De entre os individuos submetidos a transplante de células precursoras
hematopoiéticas alogénico e autdlogo, aproximadamente 30 % e 5%, respetivamente,
acabam por desenvolver doenga citomegalica, sendo que, com a utilizagdao de terapias
antivirais preventivas, a prevaléncia de doenga por CMV, nos primeiros 100 dias apos o
transplante HSCT, diminuiu para 3-6%. Em contrapartida, a prevaléncia da doenga tardia
por CMV nestes individuos (que surge apos os primeiros 100 dias) ¢ de 18% (Chaer et

al., 2016; Fraser, Walker & Canadian Blood and Marrow Transplant Group, 2004).

Nestes doentes as manifestagdes clinicas mais comuns, nos primeiros 100 dias que
sucedem o transplante, s3o a pneumonia € o envolvimento gastrointestinal, que pode
afetar a totalidade do trato, sendo a primeira a manifestagdo mais grave nestes doentes,
apresentado uma mortalidade superior a 50%. Por outro lado, as manifestacdes clinicas
tardias do CMV incluem, mais uma vez, o envolvimento pulmonar e gastrointestinal, e

adicionalmente, apesar de raramente, retinite ¢ doenga do sistema nervoso central,
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habitualmente, encefalite. Em adic¢do a estes efeitos diretos, o CMV pode igualmente
causar efeitos indiretos, nomeadamente infecdes bacterianas e fingicas secundarias e

GVHD (Boeckh et al., 2003; Ljungman, Hakki & Boeckh, 2011).

II.Lb SOT

O transplante de 6rgao solido tem como finalidade a reposicao da fungao biologica
de determinado 6rgdo que se encontra em faléncia organica irreversivel ou terminal,
sendo considerado frequentemente, neste contexto, como a melhor alternativa terapéutica
em Orgdos vitais, tais como, rim, figado, pulmao, pancreas e coracao (Committee for
medicinal products for human use, 2008; Keskin, Cakmak & Tamam, 2017). Para tal, ¢
transferido, para o doente, um enxerto de um 6rgao, tecido ou células proveniente de um
dador (transplante alogénico, se os individuos implicados forem da mesma espécie, mas
geneticamente diferentes; ou transplante isogénico, caso estes sejam geneticamente
idénticos; ou transplante xenogénico, se estes individuos forem de espécies diferentes) ou

do proprio recetor (transplante autélogo) (Edinur, Manaf & Che Mat, 2016).

Em 2015, foram realizados mundialmente, cerca de 126 670 SOT, dos quais,
aproximadamente, 67% foram transplantes de rim, 6% de figado, 6% de coracao, 4% de

pulmao, 2% de pancreas e 0,2% de intestino delgado (Carmona et al., 2017).

Nestes individuos, a infecdo por CMV ¢ a principal complicagdo viral apos o
transplante (Razonable, 2013). Existem véarios fatores de risco que predispdem o
individuo sujeito a SOT a infe¢do por citomegalovirus, sendo considerado como principal
fator de risco o status serologico do recetor e do dador. Assim, os doentes seronegativos
que recebem um transplante de 6érgao de um dador seropositivo (D+/R-) tém o risco mais
elevado de infegdo por CMV, isto porque a imunossupressao iatrogénica a que estao
sujeitos impede a constituicdo de uma resposta imunitaria efetiva contra o virus. Em
contrapartida, os recetores seropositivos que recebem um transplante de 6érgao de um
dador seropositivo ou seronegativo (D-/R+ ou D+/R+) t€ém um risco intermédio, ¢ os
recetores seronegativos cujo dador ¢ seronegativo (D-/R-) t€ém um risco baixo (inferior a
5%) de infecdo por este virus. Estes ultimos (D-/R-), adquirem a infecao por meio de
transmissao natural na comunidade, desde que se recorram a estratégias preventivas de
transfusdo de produtos sanguineos seronegativos ou desleucocitados nos recetores

seronegativos (Fishman et al., 2007; Razonable et al., 2013).
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Outro fator de risco para doenga por CMV ¢ o tipo de 6rgdo transplantado,
essencialmente devido a quantidade de tecido linféide e intensidade da imunossupressao
que varia com o tipo de 6rgdo em causa. Assim a maior incidéncia encontra-se no
transplante de intestino delgado, seguido pelo transplante de pulmao, pancreas, coragado e
por ultimo, o transplante de figado ou rim (Lumbreras et al., 2014; Razonable & Humar,

2013).

Em adi¢do, sdo ainda considerados como fatores de risco, a imunossupressao
intensa, a utilizagdo de determinadas terapias imunossupressoras (tais com, globulina
antitimocito e muromonab-CD3), fatores relacionados com o recetor de transplante, onde
se incluem, a idade avancada, comorbilidades, fatores genéticos (polimorfismos em
determinados genes, tal como, no gene do recetor Toll-like) leucopénia e linfopénia,
rejeicdo do enxerto, idade avancada do dador, incompatibilidade HLA, infegdes
concomitantes, tais como, com outros virus herpes (Herpesvirus humano 6 [HVH-6] e
Herpesvirus humano 7 [HVH-7]) e carga viral elevada (Eid & Razonable, 2010; Futohi,
Saber, Nemati, Einollahi & Rostami, 2015; Razonable et al., 2013).

A infecdo por CMV em recetores de transplante de o6rgdo solido apresenta um
amplo espetro de manifestacdes clinicas, desde uma simples infecdo assintomatica,
habitualmente associada a uma carga viral baixa, at¢ uma severa doenca citomegalica,
amplamente disseminada e potencialmente fatal, caracterizada pela carga viral elevada
(Razonable & Hayden, 2013). Neste contexto a infecdo por CMV pode causar efeitos
diretos e indiretos. Os efeitos diretos incluem: o sindrome citomegalico, considerada
como a manifestacao clinica mais comum de doenca por CMV no poés-transplante de
orgao solido, ¢ caraterizado por um quadro clinico semelhante a um sindrome gripal, com
hipertermia, anorexia, mialgias e artralgias, frequentemente acompanhado de leucopenia
e trombocitopenia; a doenca citomegalica tecido-invasiva, ocorre num pequeno nimero
de casos de doenga citomegalica, envolve mais comumente o trato gastrointestinal, apesar
de poder afetar qualquer 6rgdo e estd associado a patologias, tais como, gastrites,
enterites, colites, pneumonites, encefalites, hepatites, nefrites, miocardites, pancreatites,
doengas do sistema nervoso central e raramente, retinites. Esta invasao citomegalica pode
também envolver o enxerto transplantado, causando hepatites, nefrites, pneumonites,
miocardites e pancreatites nos recetores de transplantes de figado, rim, pulmao, coracao
e pancreas, respetivamente (Humar & Michaels, 2006; Ramanan & Razonable, 2013). No

que diz respeito aos efeitos indiretos, estes surgem como consequéncia das propriedades
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imunomodeladoras deste virus, e sdo exemplo destes, 0 aumento da predisposi¢ao para
outras infe¢des oportunistas, como sejam, infe¢des fungicas (tal como as causadas por
Pneumocystis carinii), bacterianas (tal como as causadas por Listeria monocytogenes) €
outras infe¢des virais, o aumento do risco e severidade da recorréncia do virus da hepatite
C em recetores de transplante de figado com hepatite C cronica e a maior propensao para
desenvolvimento de infecdo pelo virus Epstein-Barr que estd associado a doencas
linfoproliferativas pos-transplante. Sao ainda considerados efeitos indiretos deste virus, a
rejeicdo aguda e cronica do enxerto, a faléncia do enxerto, o aumento da trombose
vascular, a vasculopatia corondria apos transplante cardiaco, a fibrose intersticial e a
nefropatia cronica do enxerto apos transplante renal, o sindrome do desaparecimento do
ducto biliar e a trombose arterial hepatica apds transplante hepatico, o sindrome de
bronquiolite obliterante apos transplante pulmonar, ocorréncia de diabetes mellitus no pds
transplante € o aumento do risco de morte (Crough & Khanna, 2009; Luscalov, Loga,

Dican & Junie, 2016; Roman et al., 2014).

II.c Diagnostico nos doentes transplantados

O diagnostico do CMV nos individuos sujeitos a transplante ¢ feito com base no
historial clinico e confirmado pelos resultados laboratoriais. Isto porque as manifestagdes
clinicas da doenca por CMV nestes individuos nao sdao patognomonicos deste virus. Neste
contexto, sdo utilizados varios métodos de diagnostico laboratorial, os quais sdo

adaptados dependendo da situagao clinica em questao (Razonable & Hayden, 2013):

* Estudos Serolégicos

A serologia, nestes individuos, so ¢ utilizada no periodo pré-transplante, com o
objetivo de determinar o status seroldgico do dador e do recetor do transplante, de forma
a poder acautelar e definir o risco de infe¢do e de doenca citomegalica no periodo pos-

transplante (Ross, Novak, Pati & Boppana, 2011).

Apo6s o transplante, o papel da serologia ao nivel do diagndstico de infecao e
doenca ativa por CMV ¢ bastante limitado, sendo inclusive ndo recomendada a sua
utilizacdo. Da mesma forma, neste periodo, este método de diagndstico laboratorial nao
¢ utilizado na monitorizacao da evolugdo clinica da infecdo e da resposta a terapé€utica.

As limitagdes desta técnica no periodo pos-transplante devem-se a imunossupressao e
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consequente incapacidade de desenvolver uma resposta humoral adequada por parte

destes individuos (Razonable, Paya & Smith, 2002).

» M¢étodo de detegao de acidos Nucleicos

Atualmente, os métodos de detecao de acidos nucleicos, em particular os métodos
de quantificacao de carga viral que recorrem a tecnologia PCR em tempo real (em inglés,
real time-PCR, RT-PCR), sdo os mais utilizados para monitorizar doentes em risco de
doenca citomegalica, orientar o inicio da terapéutica preemptiva, diagnosticar infecao e
doenca citomegalica ativa e monitorizar a resposta a terapéutica antiviral em doentes

submetidos a transplante (Dioverti & Razonable, 2015).

* Antigenémia

A antigenémia ¢ o método nao molecular mais utilizado para um répido e sensivel
diagnostico da infegdo citomegalica em doentes transplantados. Adicionalmente, nestes
doentes, permite a monitorizagao do risco de doenga citomegalica, a orientacao do inicio
da terapéutica preemptiva € a monitorizacdo da resposta a terapéutica (Razonable &

Humar, 2013).

 Cultura de células

O método de cultura de células ¢ altamente especifico na detegdo do CMV, no
entanto tem como principais desvantagens, a baixa sensibilidade e o facto de ser um
método muito lento. Por estes motivos, tem vindo a ser substituido pelos métodos de
biologia molecular e antigenémia, no diagndstico de infecdo e doenca citomegalica em
doentes transplantados. No entanto continua a ter um papel importante na detecao do
CMV em amostras de tecido, dada a limitacdo dos métodos anteriores neste tipo de

amostra (Beam & Razonable, 2012; Ramanan & Razonable, 2013).

» Histopatologia
Este método ¢ utilizado para confirmagdo de doenca tecido-invasiva por CMV em
doentes transplantados, quando ha suspeita de rejeicao de 6rgao, de coinfeccao por outro
patogénio ou de doenga “compartimentalizada” (Coffin, Burak, Hart & Gao, 2006;
Navaneethan, Venkatesh & Wang, 2011; Preiksaitis, Brennan, Fishman & Allen, 2005).

2.11 Me¢étodos de diagnostico e monitorizagdo laboratorial
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Nas ultimas décadas, o reconhecimento da importancia clinica do CMV nos
individuos imunocomprometidos e subdesenvolvidos, levou a um grande
desenvolvimento nos métodos de diagnostico e monitorizagdo da infe¢ao por CMV (Ross,
Novak, Pati & Boppana, 2011). Destacando-se a alteragdo do tipo de técnica utilizada,
primeiramente, com a passagem de métodos de diagnéstico de cultura de células para
métodos de detecdo de antigénios (antigenémia) e posteriormente, a passagem desde para
métodos de detecao de carga viral por métodos moleculares (Boeckh & Boivin, 1998;

Cariani et al., 2007).

Sao diversos os métodos disponiveis atualmente para a detecdo do CMV, os quais
sao utilizados e adaptados segundo a situagdo clinica em causa, e que serdo em seguida

discriminados.

2.11.1 Serologia

A serologia tem como objetivo a pesquisa no sangue periférico de anticorpos
especificos contra o Citomegalovirus, nomeadamente as [gM e as IgG. Sao diversas as
metodologias utilizadas para detecdo de anticorpos, destacando-se a ELISA (do inglés,
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Ensaio de imunoabsor¢do por ligagdo enzimatica)

(El Sanousi et al., 2016).

A serologia permite definir o status serologico de um individuo e distinguir uma
infecdo recente/aguda de uma infecdo antiga e uma infecdo primaria de uma infe¢ao

recorrente (Ross et al., 2011).

Nos individuos seronegativos ndo ¢ possivel detetar IgG, ao passo que nos
individuos seropositivos ha dete¢ao desta imunoglobulina (Jaskula, Bochenska, Kocwin,

Tarnowska & Lange, 2012).

A detecdo isolada de IgM (primeiro anticorpo a ser produzido apos a infecao) sugere
uma infecdo primaria ou recente. Em contrapartida, a detecdo em simultaneo de IgM e
IgG (segunda imunoglobulina a ser produzida) ndo ¢ por si s6 sindnimo de infe¢dao
primaria, isto porque as IgM surgem ndo s6 como consequéncia de uma infe¢ao primaria,
mas também, durante a reinfecao e reativagdo. Assim, neste contexto, ¢ necessario

recorrer a determinagdo da avidez das IgG, de forma a distinguir a infe¢do primaria da

infecdo recorrente. Anticorpos com baixo indice de avidez ou afinidade sdo sinénimos de
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infecdo primadria, ao passo que, anticorpos com indice de avidez elevado sdo sindbnimos
de infecao recorrente. Na auséncia de IgM, uma subida, de 4 vezes ou mais, num titulo
de IgG inicialmente nulo ou muito baixo, obtido com um intervalo de pelo menos 2 a 4
semanas, sugere uma infecao primaria. Adicionalmente, a determinacdo da avidez das
IgG, pode revelar se se trata de uma infecao recente ou antiga, sendo que na primeira os
anticorpos tém um indice de avidez ou afinidade baixo e na segunda, alto (Munro et al.,

2005; Nasir, Babayo & Shehu, 2016).

2.11.2 Me¢étodo de detegao de acidos nucleicos

O método de detecao de acidos nucleicos (em inglés, Nucleic Acid Testing, NAT)
envolve a amplificagdo e detecdo de material genético, nomeadamente ADN e ARN.
Atualmente, esta ¢ considerada a técnica mais sensivel para diagndstico de CMV, sendo
por isso o método preferencial na maioria dos laboratérios. Este método tem por base a
tecnologia de PCR que ¢ capaz de detetar quantidade minimas de material genético

(Razonable, Paya & Smith, 2002).

O NAT pode ser qualitativo (positivo ou negativo) ou quantitativo (quantidade de
virus por unidade de volume). Apesar do método qualitativo de detecao de ADN ser muito
sensivel, ndo distingue o ADN proveniente de uma infecao latente, daquele proveniente
da replicacdo viral ativa, o que nao acontece com o método qualitativo de detecdao de
ARN, visto este detetar um produto intermédio da replicagao do virus. Ambos os métodos
qualitativos sdo incapazes de quantificar a carga viral do CMV e por consequéncia ¢
impossivel avaliar a severidade da infe¢do a partir destes (uma carga viral elevada esta
normalmente associada a doenca citomegalica, ao passo que uma carga viral baixa esta
tipicamente associada a uma infecao assintomatica). Desta forma o método qualitativo
tem uma utilidade bastante limitada no que diz respeito a monitorizagao da doenca e da
resposta a terapéutica. Em contrapartida, a utilizagdo de métodos quantitativos de
pesquisa de material genético permite estabelecer a correlacdo entre a sintomatologia e
severidade da doenga e o nivel de replicagdo viral, isto porque um valor alto ou crescente
de carga viral ¢ preditivo de replicacdo ativa e um valor baixo pode ser indicativo de
infecdo latente (Razonable & Hayden, 2013). Para além de ser importante do ponto de
vista do progndstico, a NAT quantitativa tem outras utilidade clinicas (Dioverti &

Razonable, 2015):

43



Infecdo Citomegalica: Comparagdo de metodologias de monitorizagdo em transplantados cardiacos e renais

e Monitorizagdo da resposta ao tratamento antiviral - uma descida elevada da carga
viral no inicio da terapé€utica estd associada a tratamentos mais curtos, € vice-
versa. Da mesma forma, uma carga viral elevada no momento do diagndstico esta
associada a um tempo de resolu¢ao da doenca mais longo e consequentemente a
um periodo mais longo de tratamento;

e Estabelecimento de um diagnostico rapido, altamente sensivel e especifico e que
permita iniciar a terapéutica antiviral mais cedo;

e Orientacdo quanto ao inicio de terapéutica preemptiva, em doentes com infecao
assintomatica;

e Identificagcdo de risco de doenca recorrente — pela incapacidade de atingir cargas
virais indetetaveis, ou pela diminui¢cdo pouco expressiva da mesma.

e Identificacdo de resisténcia a terapéutica — pela observagdo de um aumento ou

uma nao diminui¢do da carga viral durante a terapéutica antiviral.

O método de detegao de ADN citomegalico (e que tem como alvo determinados
genes, tais como, o da ADN polimerase e o da glicoproteina B) ¢ altamente sensivel na
detecdo de ADN viral, conseguindo rapidamente detetar e quantificar pequenas
quantidade de ADN viral. No que diz respeito ao método de detecdo de ARN (que recorre
a tecnologia de Transcriptase reversa-PCR, e que tem como alvo, por exemplo, 0 ARNm
[ARN mensageiro] imediatamente precoce ¢ ARNm pp67) este € menos sensivel que o
anterior (e por vezes, até menos sensivel que a antigenémia), no entanto ¢ um indicador
mais especifico de replicagdo viral ativa, visto a técnica anterior poder detetar ADN viral
latente. A dete¢do de material genético em fase latente pode significar utilizagao
desnecessaria de terapéuticas antivirais. Em contrapartida, a molécula de ARN ¢
rapidamente degradada, o que pode conduzir a falsos negativos, ao contrario da molécula
de ADN que ¢ altamente estavel ao longo do tempo (Dioverti & Razonable, 2016; Lam
et al., 1998; Mengoli et al., 2004).

O método de detegao de acidos nucleicos pode utilizar uma grande variedade de
amostras, tais como o sangue periférico (o mais utilizado, visto a infecdo citomegalica
levar a virémia), o humor aquoso e vitreo (utilizada para confirmagao de retinite por CMV
e subsequente monitorizagdo da terapéutica), lavados bronco-alveolares (utilizado para
confirmacdo de pneumonia por CMV, em doentes com sintomatologia compativel)

liquido cefalorraquidiano (utilizado no diagnostico de patologias do sistema nervoso
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central, designadamente, encefalopatias, meningites e polirradiculopatia), urina e fezes
(estas ultimos 2 tipos de amostras ndo sdo recomendadas para diagnostico de doenga por
CMV, dado o baixo valor preditivo positivo, excetuando o diagnostico de infegao por
CMV em criangas utilizando o método de detegao de ADN), entre outros (Razonable &

Hayden, 2013; Sia & Patel, 2000).

O NAT que recorre a amostras de sangue periférico ¢ altamente sensivel, podendo
ser utilizado para diagnostico de doenca por CMV, como orientador da terapia preemptiva
e monitorizacao do tratamento antiviral. Para tal, podem ser utilizados diferentes tipos de
compartimentos do sangue, nomeadamente, sangue total, preparacdes leucocitarias,
plasma e soro, sendo que os 2 primeiros sao os mais sensiveis para detecdo de ADN
citomegalico. Os valores de carga viral obtidos nos varios compartimentos t€ém uma boa
correlagdo, com excecao da técnica que utiliza sangue total (inico dos 4 compartimentos
que nao requer pré-processamento), que obtém valores mais elevados, refletindo a sua
maior sensibilidade e capacidade de detecdo de um baixo nimero de copias de material
genético (o que € uma vantagem, mas ao mesmo tempo uma desvantagem, visto poder
levar a terapéuticas antivirais desnecessdrias ou mais prolongadas). A utilizagdo de
plasma e soro tem vindo a ser recomendada como a mais indicativa e especifica de infecao
ativa por CMV em recetores de SOT, visto ndo contabilizar o material genético em fase

latente contido nos leucocitos (Dioverti & Razonable, 2015; Razonable et al., 2002).

De entre as tecnologias de PCR disponiveis destaca-se o PCR em tempo real como
sendo o mais utilizado, devido a maior exatidao, maior rapidez no tempo de resposta,
menor risco de contaminag¢do e maior eficiéncia, quando em comparagao com o PCR

convencional (Azevedo et al., 2015).

Atualmente, existe um grande nimero de métodos de detecao de acidos nucleicos
disponiveis, sendo a maioria desenvolvida pelos proprios laboratérios. A grande
desvantagem destas técnicas in house € a variabilidade de resultados entre laboratorios, o
que limita o estabelecimento de valores threshold que possam ser amplamente utilizados
pelos clinicos na prevencao, diagnostico, progndstico € monitorizagdo da terapéutica da
doenca por CMV (Pang et al., 2009). Isto acontece porque as diferentes técnicas variam
no limite superior e inferior de dete¢do, na precisdo, na exatidao, no método de extracao,
no gene alvo, nos primers, nas sondas, no método de detecao, na calibragdo, entre outros

(Hayden et al., 2011). De forma a colmatar o problema da falta de estandardizagdo, em
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2010 a Organizacdo Mundial da Saiade (OMS), desenvolveu o primeiro padrao
internacional para quantificacdo de acidos nucleicos de CMV, que contém uma
quantidade estandardizada de virus, 5x10° UI/mL. Este padrio internacional veio nio so
uniformizar os resultados obtidos entre diferentes laboratdrios, mas também permitir a
avaliacdo, por parte dos laboratorios e fabricantes, da exatidao dos valores da carga viral
(Fryer, Heath & Minor, 2016; Kotton et al., 2013). No entanto, apesar da utilizacao deste
padrdo internacional, as técnicas in house apresentam ainda outros fatores que podem
fazer variar os resultados obtidos entre laboratorios, tais como, a eficiéncia do método de
extracao de acidos nucleicos, os métodos bioquimicos de detecao, a eficiéncia do método
de amplificagdo e varidveis dependentes do operador. Dada esta variabilidade, ¢
recomendado que os laboratorios utilizem métodos comerciais (que disponibilizam todos
os passos da técnica) calibrados pelo padrao da OMS, como o sdo, o teste COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan CMV e o teste artus CMV RGQ MDx, e que demonstram
uma eclevada concordancia de resultados entre diferentes laboratorios, de forma a
solucionar este problema. Em adicdo, os resultados deverao ser apresentados em Ul/ml,
para assim facilitar a comparacao interlaboratorios (Dioverti & Razonable, 2015; Hirsch

etal., 2013).

2.11.3 Antigenemia

A antigenémia, ¢ um teste rapido e de simples execu¢do, que consiste na detecao da
fosfoproteina mais abundante no tegumento do CMV, a pp65, nos leucocitos infetados
do sangue periférico (que devera ser colhido com anticoagulantes), usando para tal
técnicas de imunofluorescéncia ou técnicas imunoenzimaticas (como ¢ a
imunoperoxidase) (Dioverti & Razonable, 2016). Esta ¢ uma técnica qualitativa e
quantitativa, e como tal o resultado ¢ expresso como sendo positivo ou negativo, € no
total de células positivas pelo nimero de células contadas. Visto esta proteina ser
secretada durante o periodo de replicacao viral, a sua dete¢dao esta associada a infecdo

citomegalica ativa (Ross et al., 2011).

Este teste tem maior sensibilidade que os métodos de detegao de CMV em cultura
celular, sendo capaz de detetar o virus antes do método de cultura o conseguir. No entanto
quando comparado com métodos moleculares revelam uma sensibilidade inferior

(Ikewaki et al., 2003; van der Bij et al., 1988).
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A detecdo de células positivas na presenca de sintomatologia confirma o
diagnostico de doenga por CMV, sendo ainda possivel correlacionar o maior namero de
células positivas com um maior grau de severidade da doenca e maior risco de progressao
para doenga. Em adicdo, este método pode ser utilizado para orientagdo de inicio de
terapéutica preemptiva, visto conseguir detetar antigenémia 5 a 14 dias antes do inicio da
sintomatologia. Este método ¢ ainda utilizado na orientagdo da terap€utica antiviral, visto
o namero de células positivas diminuir ao longo da terapéutica antiviral efetiva. Apesar
desta diminui¢ao, no numero de células positivas, poder ser acompanhada de aumentos
intermitentes nas primeiras 2 semanas de terapéutica, o que nao significa necessariamente
falha terapéutica, a menos que, a evolucdo clinica ndo se mantenha. A terapé€utica € assim
mantida até que seja atingido um nivel definido ou ndo seja possivel a detecao de
antigenémia. No caso de se observar um aumento permanente do niimero de células
positivas, ¢ essencial considerar a possibilidade de resisténcia a terapéutica ou ponderar

a diminui¢do da terapéutica imunossupressora (Razonable & Hayden, 2013).

Apesar das suas vantagens, a antigenémia tem muitas limitagcdes, nomeadamente,
quantificagdo subjetiva e dependente da experiéncia do operador, dificil padronizagao,
comprometendo desta forma a reprodutibilidade entre laboratdrios, baixa estabilidade da
amostra (dada a dependéncia desta técnica em relacao ao tempo de vida dos leucdcitos ex
vivo, € essencial o rapido processamento da amostra, idealmente até 6h apds a sua
colheita, de forma a aumentar a sensibilidade do método), e reduzida sensibilidade em
doentes com uma contagem de leucodcitos baixa (inferior a 1000 células/ pL). Pelas
desvantagens enumeradas acima, a maioria dos laboratdrios acabam por preferir utilizar
técnicas quantitativas de biologia molecular (Kwon, Jung, Ko, Lee & Cho, 2015; Ross,

Novak, Pati & Boppana, 2011).

2.11.4 Cultura de células

A cultura de células ¢ um método essencialmente utilizado no diagnostico de infecao
congénita ¢ de doenga tecido-invasiva (Kotton et al., 2013). Este método utiliza
fibroblastos humanos como meio de cultura e tem como objetivo o isolamento do
citomegalovirus. Pode utilizar como amostras, o sangue, as secregcdes respiratorias, a
saliva, as fezes, o liquido cefalorraquidiano e amostras de biopsia de tecidos e pode ser
dividido em cultura convencional ou classico (menos utilizada) e cultura em “Shell Vial”

(mais utilizada). O primeiro ¢ um método tradicional de cultura em placa, em que a
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detecao do CMYV requer a identificagao ao microscopio do efeito citopatico caracteristico
deste virus, processo que pode demorar entre 2 dias (no caso do doente ter um elevado
titulo viral) a 6 semanas (no caso do doente ter um baixo titulo viral) a surgir. Aquando
da utilizagdo de amostras, que ndo a saliva, urina ou fezes, este ¢ um método altamente
especifico para o diagnostico de doenga por CMV e preditivo para o risco de progresso
da infe¢do citomegalica. No entanto em amostras de urina, saliva e fezes ¢ clinicamente
supérfluo e ndo recomendado (excetuando os individuos seronegativos para o CMV), isto
porque o CMV pode ser excretado através destes, durante varios meses apos a infegao
aguda. Adicionalmente este ¢ um método pouco sensivel para CMV, particularmente
quando ¢ utilizado sangue como amostra. Em alternativa a cultura classica ¢ utilizada a
cultura em “Shell Vial”, que tem por base a centrifugacao a baixa velocidade e a dete¢ao
de antigénios imediatamente precoces, que sdo produzidos durante a replicagdo viral,
recorrendo para tal a anticorpos monoclonais. Este método permite a obtengdo de
resultados em 48-72h, no entanto as limitagdes a respeito da sensibilidade e especificidade

mantém-se (Boeckh & Boivin, 1998; Razonable & Hayden, 2013).

Pelo motivos enumerados acima, o método de dete¢ao de CMV em cultura de células
tem sido amplamente substituido pela antigenémia e métodos de detecao de acidos

nucleicos (Boeckh & Boivin, 1998).

2.11.5 Histopatologia

E possivel a dete¢io do CMV através da histopatologia, pela visualizagdo de células
infetadas pelo virus (que apresentam como caracteristicas principais, 0 aumento evidente
do volume e a presenga de inclusdes intranucleares basofilas) em amostras de biopsia ou
de citologia. Atualmente este continua a ser o método de referéncia para o diagnostico de
doenca tecido-invasiva, por ser altamente especifico. No entanto, devido a sua
caracteristica invasiva este processo ¢ somente utilizado em determinadas situagdes
clinicas, como o sdo, as suspeitas de rejeicdo de drgao, de coinfec¢do por outro patogénio
(quando o tratamento nao resolve a sintomatologia) ou de doenga “compartimentalizada”
(por auséncia de virémia) (Coffin, Burak, Hart & Gao, 2006; Navaneethan, Venkatesh &
Wang, 2011; Preiksaitis, Brennan, Fishman & Allen, 2005; Razonable & Hayden, 2013).
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2.12 Terapéutica antiviral para o CMV

Atualmente, a terapéutica antiviral direcionada para o CMV, ¢ essencialmente
utilizada nos individuos imunocomprometidos, isto porque nos individuos
imunocompetentes a resolucao da infegdo citomegalica acontece naturalmente, sem que

seja necessaria intervencao terapéutica (Lurain & Chou, 2010).

2.12.1 Tratamento

Estdo disponiveis para tratamento da doenga por CMV, quatro farmacos antivirais,
Ganciclovir (inibidor competitivo da ADN polimerase viral, andlogo da guanosina),
Foscarnet (inibidor da replicagdo viral; € utilizado como alternativa em caso de resisténcia
ao ganciclovir), Cidofovir (anidlogo nucledtido, aprovado para a retinite por CMV) e
Valganciclovir, sendo este ultimo um profarmaco do ganciclovir. Atualmente o
tratamento de primeira linha ¢ o ganciclovir intravenoso (Akhter & Wills, 2017; Lurain

& Chou, 2010).

2.12.1.1 Tratamento no individuo transplantado

O tratamento com ganciclovir intravenoso nos individuos sujeitos a transplante esta
indicado na sindrome viral, na presenga de doenga citomegdlica e sempre que sejam
identificados dano num 6rgao ou tecido. Em alternativa podera ser administrado per os
valganciclovir nas doengas menos graves € quando nao existe compromisso da absorc¢ao

gastrointestinal (Asberg et al., 2007).

A duragdo da terapéutica ¢ definida pela monitorizacdo semanal da carga viral e o
término da mesma s6 devera ter lugar aquando da erradicagao viral em 1 ou 2
determinagdes, devendo ter uma duracao minima de 2 semanas. Sao diversos os fatores
risco associados a uma terapé€utica antiviral prolongada, nomeadamente, virémia elevado

no inicio do tratamento e doenga citomegalica recorrente (Azevedo et al., 2015).

Em adi¢do poderd igualmente ser ponderada a reducdo prudente da terapéutica
imunossupressora, de forma a permitir uma resposta imunitaria por parte do hospedeiro

(Ramanan & Razonable, 2013).

2.12.2 Prevencgao (profilaxia antiviral e tratamento preemptivo)

Dada a inexisténcia de uma vacina especifica contra o CMV, a prevencao da infe¢ao

por este virus passa pela utilizacao de profilaxia ou de tratamento preemptivo, de forma
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areduzir os efeitos indiretos associados a replicagao viral, reduzir a mortalidade associada
ao CMV e diminuir a incidéncia de doenga por CMV. Ambas as terapéuticas sao eficazes,
nao existindo consenso sobre qual a melhor op¢ao. Em alguns centros ¢ inclusive utilizada
uma estratégia hibrida, onde se opta pela profilaxia em periodos de maior risco de doenga,

e pelo tratamento preemptivo em momentos de menor risco (Kotton et al., 2013).

2.12.2.1 Profilaxia Antiviral

Esta estratégia envolve a administragdao de terapéutica antiviral (preferencialmente
valganciclovir per os, no entanto, este tem um elevado custo e frequentemente o clinico
opta pela administracao de ganciclovir IV) a todos os individuos em risco de infe¢ao por
CMV (isto ¢ no SOT, o status serologico D+/R-) habitualmente entre o 10° dia que
antecede ¢ o 3° ou 6° més que procede o transplante, podendo este periodo variar em
funcdo do tipo de transplante (maior duragdo de profilaxia em recetores de transplante de
pulmao) e do status serologico do recetor. Esta estratégia tem como principais vantagens,
a facilidade de orientacdo da terapéutica, a diminui¢ao da incidéncia de efeitos indiretos
relacionados com o0 CMV (tais como, as infecdes oportunistas, a rejeicao do enxerto e a
mortalidade) e a protecdo contra outro herpesvirus. Em contrapartida, as principais
desvantagens sdo, a elevada toxicidade dos farmacos (essencialmente, leucopenia e
neutropenia), a maior incidéncia de doenca tardia apos terminar o tratamento, o aumento
das resisténcias aos antiviricos, a baixa estimulacdo imunitéria, o que explica em parte a
elevada incidéncia de doenca tardia, e o custo elevado da terapéutica (Azevedo et al.,
2015; Dioverti & Razonable, 2015; Ramanan & Razonable, 2013; Snydman, Torres-
Madriz & Boucher, 2008).

2.12.2.2 Tratamento preemptivo

Esta estratégia preventiva envolve a monitorizagdo semanal destes doentes,
habitualmente, durante um periodo de 3 meses apos o transplante, recorrendo, para tal, a
métodos quantitativos de detecdo de acido nucleicos e de detecdo de antigenémia.
Aquando da detecao de um resultado positivo ¢ iniciada terap€utica, permitindo assim um
controlo precoce da infecdo e consequente prevenc¢ao da doengca por CMV. Apos a

confirmacao de um resultado negativo a terapéutica ¢ suspensa (Kotton et al., 2013).

O valor threshold considerado positivo, em ambas as técnicas, depende da condig¢ao

imunitaria do doente (status sorologico e da intensidade da imunossupressao) e do tipo
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de transplante, e por esta razao nao existe aqui também um consenso. Neste contexto, ¢
essencial ter em atengdo que assumir um valor de threshold muito baixo e proximo do
limite de detecao, pode levar a tratamentos desnecessarios, especialmente em individuos
seropositivos. Caso este valor seja muito elevado, pode levar ao aumento da morbilidade
e diminui¢do da sobrevivéncia do recetor (Dioverti & Razonable, 2015; Razonable &

Hayden, 2013).

Esta abordagem tem como vantagens, a baixa toxicidade e custo farmacologico e a
reduzida incidéncia de doenga tardia, o que ¢ em parte explicado pela estimulacao
imunitaria a que estes individuos estdo expostos (niveis baixos de virémia). Como
desvantagens, esta estratégia apresenta um elevado custo laboratorial, estd associado a
um maior complexidade na instituicao da terapé€utica, ndo confere protecao contra outros
herpesvirus, e por este motivo ndo se verifica uma diminuicao da incidéncia de efeitos
indiretos relacionados com o CMV, aumenta as resisténcias aos antiviricos € aumenta a
possibilidade de evolucao para doenca tecido-invasiva em caso de falha na monitorizagao

semanal destes doentes (Dioverti & Razonable, 2015; Ramanan & Razonable, 2013).

2.13 Resisténcia Viral

Apesar de incomuns, as resisténcias virais tém sido associadas ao aumento da
morbilidade e mortalidade nos recetores transplante de 6rgao solido. Sao diversos os
fatores de risco associados a resisténcia aos farmacos utilizados contra o CMYV,
nomeadamente, exposi¢ao prolongada a terapéutica antivirica na presenca de replicacao
viral, recetor seronegativo de dador seropositivo (D+/R-), longos periodos de profilaxia
oral de baixa-dose, doses elevadas de terapia imunossupressora ¢ doses inadequadas de
antiviricos. Fatores que levantam suspeitas em relacdo a resisténcia viral incluem,
presenca de cargas virais persistentes ou crescentes na presenga de profilaxia antiviral,
assim como, replicacdo viral ativa e ou progressao clinica apds a 2-3* semana de
tratamento (Azevedo et al., 2015; Chou, 2015; Dioverti & Razonable, 2015; Lopez-
Aladid et al., 2017).

Todos os casos suspeitos de resisténcia viral deverdo ser confirmados através de
diagnosticos laboratoriais, que analisam o gendtipo viral (nomeadamente os genes UL97
e UL54, para detecao de resisténcias ao ganciclovir) através de amostras de sangue ou
plasma. Em caso de resisténcia ao ganciclovir de baixo nivel, no gene UL97, devera ser

aumentada a sua dose diaria, pelo contrario se esta resisténcia viral se revelar de alto nivel,
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o antivirico Foscarnet devera ser utilizado como alternativa. Devera ainda ser ponderada
a diminui¢do da terapéutica imunossupressora, de forma a otimizar a resposta imunitaria

do hospedeiro (Chou, 2015; Razonable & Humar, 2013).
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3. Cytomegalovirus Infection: Comparison of methodologies

for monitoring renal and cardiac transplants

3.1 Abstract

Cytomegalovirus remains a major cause of morbidity and mortality among solid
organ transplant recipients, despite remarkable advances in its diagnosis, prevention and
treatment. Currently two methodologies are used to monitor CMV infection and disease
in these patients: pp65 antigenemia assay and quantitative nucleic acid test (QNAT). The
propose of this study is to compare two different QNAT (one commercially available,
Roche COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV test and another laboratory-
developed RT-PCR test) and one CMV pp65 antigenemia assay. A total of 49 samples
from 32 transplant recipients (28 renal and 4 cardiac transplants) were submitted to these
three methodologies. The results show a statistically significant agreement (concordance
rates between 81,6 and 71,4% and Cohen’s kappa coefficient values between 0,456 and
0,602 with a level of significance < 0,001) and a moderate to high significant (P < 0,01)
correlation between these methods (Spearman’s coefficient value of 0,769 for pp65
antigenemia and COBAS, 0,546 for pp65 antigenemia and RT-PCR “in house” and 0,736
for COBAS and RT-PCR “in house” comparison). The remarkable and unexpected
results obtained by the antigenemia test reflects the decades of experience in this
technique by the microbiology laboratory of Egas Moniz Hospital and the operator, since
that the interpretation of this test is subjective and depends on the expertise of the person
performing the test. Additionally, one third (33,3%) of all antigenemia positive samples
have 1 or 2 positive cells. The results from this study show an agreement and a correlation
between the three methodologies, therefore we conclude that these can be used

successfully for after solid organ transplant recipients monitoring.

Keywords: Cytomegalovirus; transplant; antigenemia; QNAT.
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3.2 Introduction

Human Cytomegalovirus (HCMV) is one of the largest known human viruses and a
ubiquitous member of the Herpesviridae family (Ramanan & Razonable, 2013). Despite
remarkable advances in its diagnosis, prevention and treatment, CMV remains a major
cause of morbidity and mortality in hosts with impaired cellular immunity, like among

solid organ transplant (SOT) recipients (Dioverti & Razonable, 2015).

Nowadays, there are many techniques available for detection of CMV, including
serology, cell culture, histopathology, pp65 antigenemia and qualitative and quantitative
nucleic acid test (NAT) (Razonable & Humar, 2013). However just two of them, because
of their ability to assess viral load, are, currently, used to monitor the infection and disease
caused by this virus, in transplant recipients: pp65 antigenemia and quantitative nucleic
acid tests (QNAT) that targeting viral DNA (Kotton et al., 2013). Nevertheless, the first
one has largely been replaced by the molecular methods, to follow-up these patients (Tan,

Waggoner, & Pinsky, 2015).

The CMV pp65 antigenemia, was introduced in 1988 and during more than a decade
was the most commonly used methodology for monitoring CMV infection in post-
transplant recipients (Gerna, Percivalle, Torsellini, & Revello, 1998; Piiparinen,
Hockerstedt, Lappalainen, Suni & Lautenschlager, 2002). This test is based on the
detection of tegument phosphoprotein pp65 antigen by immunofluorescence or
immunoenzymatic techniques (such as immunoperoxidase), in infected peripheral blood
leukocytes. Given the fact that this is a qualitative and quantitative test, the results are
reported either in positive/negative and in number of positive cells per total number of

counted cells (Dioverti & Razonable, 2016; Razonable et al., 2002).

Antigenemia is used for establishing a diagnosis of CMV infection and disease
(detection of positive result usually means an active CMV infection, and if added by
compatible symptoms, confirms the diagnosis of CMV disease), a prognostic (there is a
correlation between a higher count of positive cells and a greater severity disease or a
larger risk of progression to CMV disease), a preemptive strategy (since antigenemia is
capable of detecting CMV replication 5 to 14 days before the beginning of
symptomatology, it is used to guide the initiation of preemptive therapies), monitoring
response to antiviral therapy (the number of positive cells declines throughout effective

antiviral treatment) and determine treatment endpoint (the therapy is suspended when a
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negative result or an established threshold is achieved) (Kotton et al., 2013; Razonable &
Hayden, 2013).

This is a rapid and easy to perform assay that does not require expensive equipment.
In addition, in some studies, this method revealed an equal sensitivity as some in-house
NATSs, however in others this showed to be considerably less sensitive than some in-
house NATs and Roche COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMYV test. Other
disadvantages include lack of assay standardization, subjective operator-dependent result
interpretation, low specimen stability (due to these methods depending on the lifetime of
ex vivo leukocytes) and low sensitivity in patients with severe leukopenia (< 1000
cells/uL) (Kotton et al., 2013; Kwon et al., 2015; Razonable & Hayden, 2013; Ross et al.,
2011).

With regards to nucleic acid-based tests, this can amplify deoxyribonucleic acid
(DNA) or ribonucleic acid (RNA), nevertheless the first one is a more sensitive method
and does not experience low specimens’ stability (RNA molecules are quickly degraded).
This methodology is, typically, based on real time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
technology due to its better accuracy, greater etficiency, faster response and lower risk of
contamination when compared with conventional PCR. It can be performed in various
clinical specimens, although peripheral blood sample is the most commonly used, due to
the fact that all CMV infections cause viremia. Different blood compartments may be
used, such as, whole blood (does not requires pretesting processing) leukocyte
preparation, plasma and serum. There is no consensus as to which is the best blood sample
for CMV NAT. Whole blood and leukocyte preparations are more sensitive, however
these are more likely to detect latent nonreplicating virus. Some authorities proposed the
use of whole blood samples (where higher viral load values are detect), whereas other
authorities advocated the use of plasma or serum samples for CMV diagnosis and

monitoring (Dioverti & Razonable, 2015; Razonable, Paya, & Smith, 2002).

NAT can be qualitative (reported as positive or negative result) or quantitative
(reported as the amount of virus/ volume of specimen). Since qualitative NAT is not able
to quantify viral loads, it has very limited clinical utility in monitoring transplanted
patients. On the other hand, quantitative NAT can provide viral load quantification and
therefore can be used to establish a rapid, high sensitive and specific diagnosis, a disease

prognostic (there is a correlation between higher viral loads and more severe and
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symptomatic disease), a preemptive therapy, monitoring response to antiviral therapy
(viral load declines throughout of effective antiviral treatment) and determine treatment
endpoint (the therapy is continued until the viral loads is undetectable or falls below a

predefined threshold) (Dioverti & Razonable, 2015; Razonable & Hayden, 2013).

There are many QNAT available, some of them in-house laboratory-developed tests
(LDTs). Each of these tests has unique assay characteristics, such as extraction methods,
primers and targets, upper and lower limit of detection, precision, accuracy, specimen,
calibration, and others. The biggest disadvantage of these LDTs is the great variability of
results obtained among different laboratories which makes it impossible to create widely
applicable thresholds for clinical indications. Considering this, in 2010, the World Health
Organization (WHO) developed an international reference standard, composed by a titer
of 5x10° TU/mL, with the aim of standardizing the results obtained interlaboratory.
However, despite calibration with this standard, there are other variables involved that
make LDTs provide discrepant results, such as sample type, operator depending
variability, efficiency of target-specific amplification, assay biochemistries and nucleic
extraction method efficiencies. That is why, it has been suggested that laboratories should
consider using only commercial assays calibrated to the international standard, such as
Roche COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV test, and that all viral loads should
be reported in [U/mL (Dioverti & Razonable, 2015; Fryer, Heath, & Minor, 2016; Hirsch
et al., 2013; Razonable & Hayden, 2013).

3.3 Objective

The objective of this study is to compare two quantitative RT-PCR, one commercially
available (Roche COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV test) and another “in-
house” RT-PCR (LDT by the microbiology department of Nova Medical
School/Faculdade de Ciéncias Médicas), and one CMV pp65 antigenemia assay.

3.4 Materials and methods

3.4.1 Patients and clinical specimens

A total of 49 specimens from 32 transplant recipients (28 renal and 4 cardiac
transplant, 16 male and 16 female), with ages ranging from 20 to 71 years of age (mean

of 51,9 years), were collected in Centro Hospitalar Lisboa Ocidental, from May 2016 to
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January 2017. All samples were submitted to two quantitative CMV RT-PCR (Roche
COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV test and an in house CMV RT-PCR) and
one CMV pp65 antigenemia assay. The tests were done only once in 21 patients and

repeatedly done in 11 patients (Anexo I).

3.4.2 Quantitative CMV RT-PCR commercially available

COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV test, is an in vitro quantitative nucleic
acid amplification test to quantify CMV DNA in EDTA (Ethylenediaminetetraacetic
acid) human plasma. This test permits automated specimen preparation, using the
COBAS AmpliPrep instrument, followed by RT-PCR automated amplification and
detection of CMV DNA, using the COBAS TagMan 48 analyzer. The whole process was

run according to the manufacturer's instructions.

During the specimen preparation phase, 350 pL, from the initial in-put of 500 pL of
EDTA-plasma sample, are processed by COBAS AmpliPrep instrument. Initially, a
protease, a known number of CMV Quantitative Standard (QS) DNA molecules, the lysis
reagent and magnetic glass particles are added to each sample. CMV QS is a
noninfectious DNA that has similar primer binding regions as CMV specimen DNA, but
has a unique probe binding site. It is added to compensate the inhibition effects and
control the process (specimen preparation and amplification), leading to a better accuracy
of quantification CMV DNA process. CMV particles are lysed (by incubation at elevated
temperature with a protease) and then CMV specimen DNA and CMV QS DNA are
bound to the surface of the magnetic glass particles. The processed sample is added to the
amplification mixture (that includes, among others, Z05 DNA polymerase, magnesium,
deoxynucleotide triphosphates [dNTP], specific primers to amplify the region of the
CMYV DNA polymerase [UL54] gene, oligonucleotide probes specific for the CMV and
the CMV QS, labeled with different fluorochromes, allowing simultaneous and separated
identification) and transferred to COBAS TagMan 48 analyzer, where the RT-PCR
amplification reaction takes place. Simultaneously, the same process is used for high
positive, low positive and negative controls. After all these steps, the information is sent
and processed by AMPLILINK software, which reports the titer results of specimens and

controls in [U/mL.
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3.4.3 Quantitative CMV RT-PCR “in-house”

The quantitative CMV RT-PCR “in-house” was laboratory-developed by the
microbiology department of Nova Medical School/Faculdade de Ciéncias Médicas. The
CMV target for this test is the gene responsible for phosphoprotein pp65 codification,
ULS83. CMV DNA was extracted from 200 uLL whole blood, using “JetQuick Genomic

DNA Purification Kits” commercial kit and according to the manufacturer's instructions.

The RT-PCR mixture, with a final volume of 25 pL, contained 5 pL. of DNA sample
and 20 pL of the following reagents mix:

1 uL of forward primer (100 uM): 5° — CCC TCC GGC AAG CTC TTT -3’

* 1 pL of reverse primer (100 uM): 5> — CAG GTC CTC TTC CAC GTC AGA
_3

* 0,75 pL of TagMan probe (10 uM): 5> — TGC ACG TCA CGC TGG - 3’
labeled at 5’end with 6-carboxy-fluorescein as the reporter fluorescent dye and
at 3’end with minor groove binding (MGB) as the non-fluorescent quencher.

* 12,5 pL of amplification mixture (2x)

* Ultrapure water to 20 pLL

The equipment used to perform the RT-PCR was the ABI 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), with an amplification cycle of: 1 cycle of 95°C for 10 min
followed by 50 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for Imin. Positive and negative
controls were included into the process in duplicate, such as the samples. A standard curve
was established from a serial four-fold 1:10 dilution of an AD-169 strain suspension,
which was quantified by a commercial test (Artus CMV RG PCR kit, Rotor-Gene 3000,
Corbett Research). It was also used as an internal control in each sample (2 pL of a

dilution of AD-169 strain suspension).

The Ct values obtained were then used to deduce the viral load values using the
standard curve. The final result of each specimen and control, was achieved from the

mean of the respective two viral load values obtained, reported as copies/mL.
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3.4.4 CMYV pp65 antigenemia assay
The antigenemia assay was preformed using CINA kit system (Argene Biosoft). This
is a process that allows phosphoprotein pp65 antigen detection in a leukocyte preparation

by indirect immunofluorescence.

To achieve this, the leukocytes were initially isolated from a sample of 1-3 mL of
EDTA peripheral blood (process that implicate the use of centrifugation technic, dextran,
collection of buffy coat fraction and Red Blood Cell Lysis Solution) followed by
microscope slide preparation with 200 pL of the leukocyte suspension, using
cytocentrifugation. Secondly, the cells were fixed using a fixate solution. Immediately
before the immunostaining, there is a process of cell membrane permeabilization with
permeabilization solution. Lastly, a monoclonal antibody directed against the protein
pp65 and then a secondary antibody labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC) was
added to the preparation. After these steps, the microscope slides are observed under
epifluorescence microscope, and the results are reported as negative (fluorescent
leukocyte nuclei are not observed) or positive (at least 1 fluorescent leukocyte nucleus is
visualized) and number of positive cells/200 000 leukocytes. During this process, a

positive control microscope slide with CMV-infected human fibroblasts is used.

3.4.5 Statistical analysis

The association between methodologies (as a positive or a negative result) was
analysed using Cross-tabulation, Chi-square and Fisher exacts tests. The agreement
between monitoring methods (as a positive or a negative result) was assessed by Cohen’s
kappa coefficient and the interpretation of the values were based on Landis and Koch
guideline (Landis & Koch, 1977): < 0.00 poor agreement, 0.00-0.20 slight agreement,
0.21-0.40 fair agreement, 0.41-0.60 moderate agreement, 0.61-0.80 substantial agreement
and 0.81-1.00 almost perfect agreement. The correlation between assays was measured
using the Spearman’s correlation coefficient and linear regression, after logarithmic
transformation. The correlation coefficient was interpreted as follows (Mukaka, 2012): 0
as no correlation, -1 as perfect negative correlation, +1 as perfect positive correlation, 0
to 0,3 (0 to -0,3) as negligible correlation, 0,3 to 0,5 (-0,3 to -0,5) as low positive
(negative) correlation, 0,5 to 0,7 (-0,5 to -0,7) as moderate positive (negative) correlation,

0,7 to 0,9 (-0,7 to -0,9) as high positive (negative) correlation and 0,9 to 1 (-0,9 to -1) as
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very high positive (negative) correlation. IBM SPSS Statistics Version 24 were used to

analyse the data.

3.5 Results

3.5.1 Qualitative results of the CMV pp65 antigenemia assay vs. CMV RT-

PCR commercially available assay

For this qualitative analysis, all results were transformed to a positive or negative
value, i.e. for pp65 antigenemia assay all cell counts lower than 1 were considered as
negative and cell counts higher than or equal as 1 were reported as positive, for COBAS
test all viral load below 137 IU/mL (limit of detection) were considered negative and

above or equal as 137 IU/mL were reported as positive.

The association between the pp65 antigenemia assay and COBAS test was confirmed

for a significance of 0,1%, and therefore these monitoring methods are not independent.

The agreement between these two assays is moderate, with a Cohen’s kappa
coefficient value of 0,456 and a significance value < 0,001. In a total of 49 samples, 33
were positive for pp65 antigenemia assay and 21 were positive for COBAS test, amount
these, 20 were simultaneously positive in the two assays (Table 1). In opposition, a total
of 15 samples were simultaneously negative for these two methods (Table 1). Therefore
concordance was observed in 35 (71,4%) samples. Amount all discordant samples, 13
were pp65 antigenemia assay positive (the number of pp65 positive cells were between 1
and 7 [mean= 2,08 cells] and 10 of these samples have 1 or 2 positive cells) and COBAS
test negative (10 of these were not undetectable, but below 137 IU/mL, and just 3 were
undetectable). Additionally, 1 sample was pp65 antigenemia assay negative and COBAS
test positive (141 IU/mL).
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Table 1 Comparison between pp65 antigenemia assay and COBAS test.

COBAS test
Negative Positive Total
ppo65 Negative 15 (30,6%) 1 (2,0%) 16 (32,7%)
antigenemia
assay Positive 13 (26,5%) 20 (40,8%) 33 (67,3%)
Total 28 (57,1%) 21 (42,9%) 49 (100%)

3.5.2 Qualitative results of the CMV pp65 antigenemia vs. CMV RT-PCR
“in-house” assays

In order to make a qualitative analysis, it was necessary to transform all results in

positive or negative values, to achieve this, all cell counts below 1 in pp65 antigenemia

assay were considered as negatives and if this count were higher than or equal to 1 they

were reported as positives. Likewise, all RT-PCR “in-house” viral loads lower then 150

cp/mL (limit of detection) were considered negatives and if viral loads were higher or

equal to this limit were reported as positives.

The association between pp65 antigenemia assay and RT-PCR “in-house” method
was tested and confirmed, with a significance value < 0,001, thus these two

methodologies are not independent.

The agreement between the two assays is moderate, since the Cohen’s kappa
coefficient value is 0,602 with a significance value < 0,001. Out of a total of 49 samples,
33 and 30 were positive for pp65 antigenemia assay and RT-PCR “in-house” method,
respectively (Table 2). Of these, 27 samples were positive for the two assays
simultaneously (Table 2). In contrast, 13 samples were mutually negatives for the two
methods (Table 2). Therefore concordance was observed in 40 (81,6%) samples. Among
those who were discrepant, 6 were pp65 antigenemia assay positive (with a number of
positive cell between 1 and 3 [mean= 1,67 cells] and 5 of these samples have 1 or 2
positive cells) and RT-PCR “in-house” method negative (5 of these were below 150
cp/mL and just 1 was undetectable). Furthermore, 3 samples were pp65 antigenemia assay
negative and RT-PCR “in-house” method positive (with a viral load below 979 cp/mL
[mean= 570,67 cp/mL]).
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Table 2 Comparison between pp65 antigenemia assay and RT-PCR “in house” method.

RT-PCR “in-house”

method Total
Negative Positive
ppo65 Negative 13 (26,5%) 3 (6,1%) 16 (32,7%)
antigenemia
assay Positive 6 (12,2%) 27 (55,1%) 33 (67,3%)
Total 19 (38,8%) 30 (61,2%) 49 (100%)

3.5.3 Qualitative results of the CMV RT-PCR commercially available vs.
CMYV RT-PCR “in-house” assays

Once more, for this qualitative analysis all results were transformed to a positive or

negative value i.e. for COBAS test all viral load below 137 IU/mL (limit of detection)

were considered negative and above or equal as 137 IU/mL were reported as positive,

whereas all RT-PCR “in-house” method viral loads lower then 150 cp/mL (limit of

detection) were considered negatives and if viral loads were higher or equal as this limit

they were reported as positives.

Association tests confirmed that COBAS test and RT-PCR “in-house” assays were

not independent, with a significance < 0,001.

Since Cohen’s kappa coefficient value is 0,565 (with a significant level of 0,1%), the
agreement between these two methodologies is moderate. Concerning all 49 samples, 21
and 30 were positive for COBAS test and RT-PCR “in-house” method, respectively
(Table 3). Of these, 20 were positive for the two techniques at the same time (Table 3). A
total of 18 samples were, simultaneously, negative for the two assays (Table 3). Therefore
concordance was observed in 38 (77,5%) samples. One of the discordant results was
positive for COBAS test (154 IU/mL) and negative for RT-PCR “in-house” method (were
not undetectable, but below 150 cp/mL). Moreover, 10 of those ones discrepant, were
COBAS test negative (all of them were not undetectable, but below 137 IU/mL) and RT-
PCR “in-house” method positive (with a viral load between 150 and 1424 cp/mL [mean=
597,3 cp/mL]).
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Table 3 Comparison between COBAS test and RT-PCR “in house” method.

RT-PCR “in-house”

method Total
Negative Positive
COBAS Negative 18(36,7%) 10 (20,4%) = 28 (57,1%)
test Positive 1(2,0%) 20 (40,8%) | 21 (42,9%)
Total 19(38,8%) 30 (61,2%) 49 (100%)

3.5.4 Quantitative results of the CMV pp65 antigenemia assay vs. CMV

RT-PCR commercially available assays

In order to compare pp65 antigenemia assay and COBAS test, all samples were
logarithmized. As considered by Piiparinen, Hockerstedt, Gronhagen-riska &
Lautenschlager (2004), all COBAS viral load values not undetectable and under the limit

of detection were considered as 137 IU/mL.

The correlation between pp65 antigenemia assay and COBAS test was statistically
significant (P < 0,01), with a high positive correlation (Spearman’s coefficient value of

0,769 and R*= 0,595) for all 30 samples considered.

2,007

1.004

.30

log pp65 antigen positive cells/200.000 WBCs

T T T T
2,00 2,50 3,00 350 4,00 4,50

log viral load Ul/mL by COBAS
Figure 1 Correlation between pp65
antigenemia assay and COBAS test in 30 samples.

The linear regression is showed in solid line.
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3.5.5 Quantitative results of the CMV pp65 antigenemia assay vs. CMV
RT-PCR “in-house” assays

The comparison of pp65 antigenemia assay and RT-PCR “in-house” method was

done after all samples were logarithmized. As considered by Piiparinen et al. (2004),

those RT-PCR “in house” method viral loads values not undetectable and under the limit

of detection were considered as 150 cp/mL.

CMV pp65 antigenemia assay and RT-PCR “in-house” method correlation was
moderately positive (Spearman’s coefficient value of 0,546 and R* = 0,435) and

statistically significant (P < 0,01), for all 32 samples considered.

2,004

1,00+

log pp65 antigen positive cells/200.000 WBCs

2“00 3‘IDD 4“00 5.b0 G‘IDD
log viral load copies/mL by RT-PCR

Figure 2 Correlation between pp65
antigenemia assay and RT-PCR “in house” method
in 32 samples. The linear regression is showed in

solid line.

3.5.6 Quantitative results of the CMV RT-PCR commercially available vs.
CMYV RT-PCR “in-house” assays

All samples were logarithmized to compared COBAS test and RT-PCR “in-house”

method. As considered by Piiparinen et al. (2004), all COBAS test viral load values not

undetectable and under the limit of detection were considered as 137 IU/mL and all RT-

PCR “in house” method viral loads values not undetectable and under the limit of

detection were considered as 150 cp/mL.
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COBAS test and RT-PCR “in-house” method were highly positive correlated
(Spearman’s coefficient value of 0,736 and R”= 0,551) with a significant level < 0,01,

for all 40 samples considered.

log viral load UI/mL by COBAS

Z‘IDO E.IDD 4‘IDD S.BD S‘IDD
log viral load copies/mL by RT-PCR

Figure 3 Correlation between COBAS test and
RT-PCR method in 40 samples. The linear

regression is showed in solid line.

3.6 Discussion and Conclusion

Currently, two methodologies are used to monitor post-transplant patients: pp65
antigenemia and quantitative nucleic acid tests. There are a variety of different studies

comparing these two methods.

The objective of this study was to compare 2 different QNAT (one commercially

available and other laboratory-developed) and a pp65 antigenemia assay.

This study revealed a good agreement between all methods, with concordance rates
between 81,6 and 71,4% and Cohen’s kappa coefficient value between 0,456 and 0,602
(P < 0,001). The majority of discrepant samples were similar: when antigenemia is
positive and COBAS or RT-PCR “in house” is negative, the number of positive cell count
were low (means were 2,08 and 1,67, respectively) and viral loads were, in almost every
case, not undetectable but under the detection limit. In the opposite case, viral load was
low (141 IU/mL) in COBAS assay and slightly higher (mean =570,67 cp/mL) in RT-
PCR. Likewise, when COBAS assay was positive (154 ITU/mL) and RT-PCR was

negative, the latter returns not undetectable values (<150 cp/mL). Conversely, when RT-
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PCR is positive (mean = 597,3 cp/mL) and COBAS is negative, the latter returns, as well,
not undetectable values (137 IU/mL).

The remarkable and unexpected results obtained by the antigenemia test reflects the
decades of experience in this technique by the microbiology laboratory of Egas Moniz
Hospital and the operator, since that the interpretation of this test is subjective and
depends on the expertise of the person performing the test. Additionally, one third

(33,3%) of all antigenemia positive samples have 1 or 2 cells.

This study also shown that exists significant (P < 0,01) correlation between these
methodologies, which 1is verified by the high Spearman’s coefficient value in
antigenemia/COBAS and COBAS/RT-PCR “in house” (p = 0,769 R* = 0,595 and p =
0,736 R* = 0,551, respectively) and moderate value in antigenemia/RT-PCR “in house”
(p= 10,546 R? = 0,435) statistical analysis.

However, there are others preponderant factors involved, that should be analyzed
when comparing these methodologies, such as, automation of the methods (much more
developed in the COBAS assay), stability of the specimens (higher in QNAT methods),
the costs involved (higher in RT-PCR technologies and even greater in the COBAS test),
volume of the specimens (lower in QNAT), turn-around time of the method (faster in
COBAS test), sensibility and specificity of the method (high in these methodologies,
however QNATSs are considered the most sensitive methods for CMV detection),
standardization (COBAS test demonstrated co-linearity to the first International Standard
developed by the WHO), and others (Dioverti & Razonable, 2015; Razonable & Hayden,
2013).

For all these reasons, quantitative nucleic acid tests become the most commonly
performed tests for monitoring CMV infection and disease after transplant, and
particularly, the commercial available assays calibrated to the international standard (such
as Roche COBAS AmpliPrep/ COBAS TagMan CMV test) are, currently, being
suggested for the care of these patients (Razonable & Hayden, 2013).

The results from this study show an agreement and a correlation between the three
methodologies, therefore we conclude that these can be used successfully for after solid

organ transplant recipients monitoring.
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Anexos

4. Anexos

Anexo I — Resultados obtidos nas 3 técnicas (Teste de Antigenémia, Teste COBAS e Teste RT-PCR “in

house”) por doente.
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