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“Ndo basta ensinar ao homem uma especialidade.

Porque se tornard assim uma mdquina utilizdvel e ndo uma personalidade.
E necessdrio que adquira um sentimento, um senso prdatico

daquilo que vale a pena ser aprendido, daquilo que é belo,

do que é moralmente correto”.

(Albert Einstein)

“E melhor tentar e falhar, que preocupar-se e ver a vida passar. E melhor tentar, ainda
que em vdo, que sentar-se fazendo nada até o final. Eu prefiro na chuva caminhar que em
dias tristes em casa me esconder. Prefiro ser feliz, embora louco, que em conformidade
viver”.

(Martin Luther King)

“De tudo ficam trés coisas:

A certeza de que estamos comegando,

A certeza de que é preciso continuar e

A certeza de que podemos
Ser interrompidos antes de terminar.

Fazer da interrup¢cdo um caminho novo,

Fazer da queda um passo de danca,
Do medo uma escola,

Do sonho uma ponte,

Da procura um encontro,

E assim, terd valido a pena existir!”

(Fernando Sabino)

xvii



SUMARIO

Pag.

RESUMO.......ooo ettt e st e e st e e ssae e e ssbeeessseeessseeessseessseessseesnseessseenns xlix
ABSTRACT ...ttt ettt sttt et et ettt sbt e bt e tesanenbeens liii
T-INTRODUQGAO. ...t 57
LI-HISTORICO ...t 59
1.2-CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO HCMV........ooooiirireiieeirneeeseeeseeeanne. 60
1.2, 1-ClaSSIICAGAD. ...eeruveeeriiieeeiie ettt ettt ettt e be e et e e e e 60
1.2.2-EStrutura VIral......ocoooiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 61

| B B s E 10 221 0] 04 T VPSR 62
1.2.4-Ciclo de Replicacdo e regulacido génica do HCMV.........ccociiiiiiiniiiiniinnnnn 62
1.2.5-Caracteristicas fiSICO-QUIMICAS. .....cccuuterireiriieeniieeriie ettt 65
1.3-EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO.......coviiiiierirerineierieseneiesiesenessssseseesenes 66
1LA-PATOGENESE........coouiiiiiiiiaeiee ettt 68
1.5-MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA POR HCMV.........coovvvvreereenna. 68
1.6-DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE INFECCAO ATIVA PELO HCMV......... 71
1.6.1-MiCTOSCOPIA ElEIIONICA. ..evevereiiieeiiieeiieeeritee et e ettt e site e st e e sbeeesbeeenabeesnareeens 71
1.6.2-Exames Histopatoldgicos € CitOlOZICOS. ...cccuviirriireiireeiiieeiieeeieeeireeeeeee e 71
1.6.3-Isolamento Viral por Cultura ClASSICA.......cccueieviiieiiiiiiiciiiceec e 72
1.6.4-MEt0d0S SOTOIOZICOS. ....eevuiiiiriiiiiiiiieriie ettt ettt ettt et esaee e 72
1.6.5-Técnica da “shell vial” ou cultura com isolamento rapido..........ccccevuveerureennne 73
1.6.6-Deteccao do antigeno pp65 do CMV em sangue periférico (antigenemia)..... 74
1.6.7-Reac@o em Cadeia da Polimerase (PCR)........ccccoeviviiiiiiiiiieeniieeiee e 75

1.7-FATORES DE RISCO DE INFECCAO ATIVA E DOENCA POR HCMV EM
TRANSPLANTADOS DE CELULAS PROGENITORAS

HEMATOPOETICAS........cotrvirriireeiiesisessesessessesssesssssssssesssssssssessssssssssesesssseees 77
1.8-AGENTES ANTIVIRAIS COM ATIVIDADE CONTRA O HCMV..........cccceueee. 79
1.8.1-Imunoglobulina endOVENOSa.........ccceeviieiiiiriiiiiieeieceeeeeeeeee e 79
1.8.2-GanCICIOVIT. c...eiiiiiiiieieceeete ettt e 80
1.8.3-FOSCAIMEL. ...ttt ettt ettt et 81

Xix



1.8.4-CRAOTOVIL ...ttt s
1.9-ESTRATEGIAS UTILIZADAS NA PREVENCAO DA INFECCAO ATIVA
PELO HOCMV ...ttt ettt et
1.10-HISTORICO DOS TRANSPLANTES DE MEDULA OSSEA NO
HEMOCENTRO/UNICAMP E A MONITORIZACAO DA INFECCAO ATIVA
POR CITOMEGALOVIRUS........ooevuiiriiriieteieeeinesiisesieesssees e sesssse
2-OBJETIVOS. ... oottt ettt et e sat e st e s st e e e saneens
3-CASUISTICA E METODOS..........ccooorriiomnneieaineseeessesssssssssssssssessessssessesssssseenns
BA-CASUISTICA.............cooeeeeeee s
3.1.1-Critérios utilizados para a inclusdo dos pacientes no estudo...........ccc.ceeueenneee.
3.1.2-Protocolo de acompanhamento para a realiza¢ao das coletas..............cc........
3.1.3-Protocolo de administragdo do ganciclovir como profilaxia universal em
pacientes transplantados de células progenitoras hematopoéticas...............
3.1.4-Protocolo de tratamento precoce de infec¢do ativa pelo HCMV guiado pela
positivacao dos testes de MONItOTIZACAO. .......eeeruveeeruiieeiiieeiieeeireeeiieeeieeens
3.1.5-Protocolo de tratamento de doenga por HCMV.........cccooviiiiiiiniiieeniieee,
3.1.6-Protocolo de condicionamento para o preparo do transplante........................
3.1.7-Protocolo de profilaxia GVHD...........ccooiiiiiiiiiiiiiiicccecceecee e
3.1.8-Gravidade da doenca do enxerto contra o hospedeiro (graft versus host
disease — GVHD) aguda ........cccoeeviiieiiieeiee et
32-METODOS..........cocooeeoeeeseee sttt
3.2.1-Antigenemia — deteccdo do antigeno pp65 do HCMV em neutréfilos do
SANZUE PETITETICO. .. eeeutiieeiiieeiiie ettt et e et ee e eesanee s
3.2.1.1-Extragao de leucdcitos polimorfonucleares do sangue periférico....
3.2.1.2-Preparagcao das 1aminas..........cceevueeeniieeniieeniiieeniee et
3.2.1.3-Coloracao das 1aminas............coecueeeriieiniiieeniieeniieeniee et
3.2.1.4-Leitura e interpretacao das [aminas............cceeeveevvieeenieennieennieennne,
3.2.2-Reacdo em Cadeia da Polimerase tipo “Nested-PCR™ ...........cccceevvvevrreennee.
3.2.2.1-Extrac@0o de DNA.......ooiiiiiieeeeeeeeee e
3.2.2.2-118€ de LEUCOCILOS. ......eerureeiiiiiiiniieeieeeiieeieeite ettt

Xxi

82

82

84
87
91
93
93
93

95

95
95
96
96

96
98

99
99
99
100
101
102
102
102



3.2.2.3-Precipitagdo do DNA.. ..ot

3.2.2.4-Amplificacdo Génica do HCMV pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)........cooovuiviiiiiiiiieeeeeeeee e
3.2.2.4.1-Condicoes da Reag@o.........cccvveeevieeeiieeniieeeiceeieeeee,
3.2.2.4.2-Iniciadores (“primers’”) eXternOS. .......cceerrueeerveeerueeennes

3.2.2.4.3-Reamplificacdo do genoma do HCMV pela “Nested-

3.2.2.4.4-Deteccao do fragmento amplificado..........cccceeevveeennnee.
3.2.2.5-Amplificacdo génica de um fragmento do gene da beta-globina
humana pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)..................
3.2.2.5.1-Condicoes da Reag@0.........ceevueeerurieeniieeeieeeieeeieeeeeenn
3.2.2.5.2-Iniciadores (“primers”) externos que flanqueiam o gene
da  B-Globina Humana, para a  primeira

AMPlIfiCaACAO. ... veeiiiiiiiieeiieeeee e

3.2.2.5.3-Reamplificacdo do genoma da B-Globina pela “Nested

3.2.3-Cuidados especiais para se evitar contaminagdo das amostras durante a
1€aCA0 da PCR ...ttt
3.2.4-Determinacdo de anticorpos IgM e IgG anti-HCMYV utilizando o método

3.2.5-Critérios utilizados para defini¢do de infec¢do ativa por HCMV.................
3.2.6-Critérios utilizados para defini¢do de doenga por HCMV...........cccocveennicen.

3.2.7-Critérios utilizados para defini¢io de recorréncia de infec¢do ativa por

3.2.9-Metodologia estatistica utilizada...........ccceevrieeriiiieniieeniie e
4-RESULTADOS ...ttt ettt st
4.1-Total de exames realizados durante a MONItOTIZACAO. ......ccccuveeerureerrireeeiieeeiieenieeen.

4.2-Caracteristicas dos doadores incluidos N0 eStUdO.........cuvueeveeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiees.

xxiii

102

103
103
103

104
105

105

106

106

106

108

109

111

111

112

113

113

115

117
117



4.3-Caracteristicas dos receptores incluidos no estudo...........coccueeeviieiniieenniieennieennneen. 119

4.4-Infecgdo ativa pelo Citomegalovirus Humano...........cceecueeeviieeniienniiceeice e, 123
4.5-Andlise de infeccao ativa pelo HCMV pelo status sorologico.........cccceeveeeruveeennnenn 126
4.6-Tempos de inicio de deteccdo de infeccao ativa pelo HCMV........cccceeviiininnnnn 127

4.7-Comparacdo entre PCR e antigenemia no diagndstico da infec¢do ativa pelo
HCMYV 1n0s grupos eStudados. ........eeeuvieeiiieiiiiieniieeeiieeeiteeeieeesete e s 128

4.7.1-Curva de Probabilidade de Infeccdo Ativa por HCMV detectada por PCR
versus AGM nos pacientes do GIupo ®.........ceecvveeeiieeniiieeniieeniee e 130

4.7.2-Curva de Probabilidade de Infeccdo Ativa por HCMV detectada por PCR
versus AGM nos pacientes do Grupo B.........ccccoceeviiiiiiniinieinciecniceeens 131

4.7.3-Curva de Probabilidade de infec¢do ativa pelo HCMV nos grupos estudados
utilizando a PCR como teste dia@nostiCo........cccuveeruveeerieeeriieeniieenieeesveeenns 132

4.7.4-Curva de Probabilidade de infec¢do ativa pelo HCMV nos grupos estudados

utilizando a AGM como teste diag@nOStiCo.......ccvuveerriveerriveerriieenieeeeiee e 133
4.8-Comparacgdo entre GVHD aguda e infeccdo ativa pelo HCMV............ccoocveenenn. 134
4.9-Incidéncia de doenca pelo HCMV......ccociiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 135

4.9.1-Curva de probabilidade de doenga por HCMV nos grupos estudados........... 140
4.10-Causa dos 6bitos ocorridos durante o seguimento nos pacientes estudados.......... 140
4.11-Curvas de SODIevIda........cooueiiiiiiiiiiiiieeee e 141
4.12-Fatores de risco para infec¢do ativa pelo HCMV nos grupos estudados............... 143
4.13-Fatores de risco para doenca pelo HCMV ..., 144

4.14-Medidas de Acuréacia para os testes de “Nested PCR”, antigenemia, [gM-HCMV

e aumento dos titulos de IgG-HCMYV no diagndstico de infecgdo ativa e doenga

POT HOMV Lttt s 144
4.15-valiacdo do teste de antigenemia no diagndstico da infeccdo ativa pelo HCMV

NOS PACIENLES EStUAAAOS. ... .eeeiiiiiiiieiiiee ettt sibee e 148

4.16-Avaliacdo da performance da antigenemia considerando infec¢do ativa, valores

acima de 10 cElulas POSIIVAS.....cccuuieecuiieeiiieeiieeeiteeeieeeeteeesreeesbeeesereeesareeenaeeens 150
SDISCUSSAO. ...ttt ettt ettt e et et e eee e eee s e st e e eeseeaeeeeeeeees 151
G-CONCLUSOES.........ooeeeeeeee et eee e 165

XXV



7-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oooooeoeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee,

S-ANEXOS .ttt ettt ettt s be et
A-Aprovagio deste protocolo de pesquisa pelo Comité de FEtica da
FCM/UNICAMP........ooiieeeeeee ettt ettt ettt beenaesaeeseennens
9-APENDICES.........ocoumiriiimmmereeemmessesesseseesssseessessssessssss st ssss st
A-Consentimento POs-Informagao..........cueeeueeriieiieiiiieniieeieesee e

B-Caracteristicas dos doadores relacionados ao estudo e resultados dos testes de
sorologia IgM/IgG — HCMV, antigenemia e “Nested PCR” realizados no pré-
EFANSPLANTE. ...ceueiieiiiieeeite ettt ettt et e et e et e st e e st e e s e e

C-Caracteristicas detalhadas dos 69 pacientes incluidos no estudo.............cccccveeunenee.

D-Resultados dos testes de deteccdao de infecc@o ativa pelo HCMV nos pacientes
estudados € manifestagdes CIMICAS......cccviieriieeriieeriie ettt e e

E-Resultados dos testes soroldgicos IgM e IgG por ELISA nos pacientes
1relacionados A0 ESTUAO. .....cccuiiiiiiiiiriieiie et

F-Modelos de Riscos Proporcionais de COX.......ccueevueririieeniiieeniieenieeenieeenveeeivee s

G-Artigo aceito para publicacdo em Revista de Circulagdo Internacional....................

Xxvii

169
191

193
195
197

199

203

207

213

217
219



LISTA DE ABREVIATURAS

AA
AD169
AEC
AGM
AIDS ou SIDA
C

CMV
CprP
CR

D-

D/R

D+
dATP
dCTP
DEAFF

DECH ou GVHD

dGTP

DHPG
DMSO

Beta

Alfa

Gamma

Graus Celsius

Micromol

Sentido da transcricao

Base nucleotidica adenina

Anemia Aplastica

Linhagem de cepa de HCMYV isolada em laboratério
Amino-ethil-carbazol

Antigenemia

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

Base nucleotidica citosina

Citomegalovirus

Célula Periférica Primordial

Coriorretinite

Doador HCMYV - soronegativo

Doador/Receptor

Doador HCMV - soropositivo
Desoxirribonucleotideo adenina trifosfato
Desoxirribonucleotideo citosina trifosfato

Técnica da Cultura de Centrifugacdo ou Shell Vial (“Detection
of early antigen fluorescent foci”)

Doenca do enxerto contra hospedeiro ou graft versus host
disease

Desoxirribonucleotideo guanina trifosfato
Dihidroxipropoximetil guanina

Dimethyl-sulfoxide
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DNA
DO
dTTP

EA
EBV
EDA
EDTA
ELISA

G-CSF
GVHD ou DECH

Gy

h

H,0,

HCMV
HCMV-IGIV
HCMV-IgIV
HEMOCENTRO
HHV-5

HIV

HLA

Acido desoxirribonucléico ou ADN

Densidade Optica

Desoxirribonucleotideo timina trifosfato

Early (Fase precoce do ciclo de replicagdo do HCMV)
Antigenos precoces (“Early antigens™)

Epstein-Barr Virus

Endoscopia Digestiva Alta

Acido etilenodiaminotetracético

Enzyme Linked Immunosorbent Assay ou Ensaio
Imunoenzimético

Endovenoso

Faculdade de Ciéncias Médicas

US Food and Drug Administration

Base nucleotidica guanina

Gramas

Gramas por centimetro cibico

Gramas por litro

Fator Estimulador de Colonia de Granuldcitos

Graft versus host disease ou doenca do enxerto contra o
hospedeiro

Gray, unidade de absor¢do de radiacao, equivalente a 100 rads
horas

Per6xido de Hidrogénio

Citomegalovirus Humano

Imunoglobulina endovenosa especifica contra o HCMV
Imunoglobulina endovenosa genérica

Centro de Hematologia e Hemoterapia

Herpesvirus Humano tipo 5

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Antigeno Leucocitidrio Humano
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HPMPC

IE

IE
IEA

Ig

IgG
IgM
IRL/IRS

Kb
kDa
Kg

L

LA
LLA
LMA
LMC

mg

MIE

ml

mM

MO
MoAb

([S]-1-[3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl] cytosine) -
Cidofovir

Immediately Early (Fase imediatamente precoce do ciclo de
replicagdo do HCMV)

Immediate-Early Antigen (Antigeno Imediatamente Precoce)
Immediately early antigens (Antigenos imediatamente
precoces)

Imunoglobulina

Imunoglobulina da classe G

Imunoglobulina da classe M

Seqiiéncias invertidas repetidas do genoma do HCMV
(“Inverted Repeats™)

Quilobases

Quilodaltons

Quilogramas

Fase tardia do ciclo de replicacio do HCMV

Late antigens (Antigenos Tardios)

Leucemia Linfoide Aguda

Leucemia Miel6ide Aguda

Leucemia Miel6ide Crénica

Molar

Miligramas

Major Immediate-Early Antigen (Principal Antigeno
Imediatamente precoce)

Mililitros

Milimolar

Milimetro cibico

Medula Ossea

Anticorpo monoclonal
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NA Nido Avaliado

Nested-PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase tipo “nested”

nm Nanometro

NS Nao Significante

pb Pares de bases

PBS Tampao fosfato salino

PCR Polymerase Chain Reaction ou Rea¢do em Cadeia da
Polimerase

pH Potencial hidrogenidnico

pH Logaritmo da reciproca da concentracdo de ions Hidrogénio

presentes em uma dada solucao

PI Pneumonite Instersticial

ppo65 Proteina matricial de peso molecular 65 Kd do HCMV
ppo67 Proteina matricial de peso molecular 67 Kd do HCMV
R- Receptor HCMV — soronegativo

R+ Receptor HCMV - soropositivo

REG Regular estado geral

RNA Acido ribonucléico ou ARN

RNAm Acido ribonucléico mensageiro ou ARN mensageiro
RPM Rotagdes por minuto

RX Raio-X

SAC Superficie de area corpdrea

SDS Duodecil sulfato de sédio

SMD Sindrome Mielodisplasica

SST Solugdo Salina com Fosfatos

STMO Servigo de Transplantes de Medula Ossea

T Base nucleotidica timina

Taq Thermus aquaticus

TCPH Transplante de Células Progenitoras Hematopoéticas

TGI Trato Gastrointestinal
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TGO

TGP
TKM1/TKM2
T™O
TRL/TRS

T™W

Ul

UL
UNICAMP
US

VO

VPN

VPP

Transaminase glutamino-oxalacética

Transaminase glutamico-pirtdvica

Tampdes de lise celular

Transplante de Medula Ossea

Seqiiéncias de terminacdes repetidas do genoma do HCMV
(“Terminal Repeats™)

Tween 20

Unidade Internacional

Seqiiéncia unica longa (“Unique Long™) do genoma do HCMV
Universidade Estadual de Campinas

Seqiiéncia tnica curta (“Unique Short””) do genoma do HCMV
Via Oral

Valor Preditivo Negativo

Valor Preditivo Positivo
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RESUMO



Neste estudo, monitorizamos 69 pacientes receptores de medula 6ssea e de células
progenitoras periféricas, alogénicos, HLA idénticos, desde o pré-transplante até 150 dias
ap6s o transplante, semanalmente com as técnicas de PCR dupla e antigenemia e
mensalmente com sorologia tipo ELISA (IgM e IgG) contra o HCMYV, incluindo os
doadores no pré-transplante. Quarenta e cinco pacientes do Grupo A, sendo 38 adultos e 7
criancas, que possuiam doencas hematoldgicas malignas e status soroldogico de risco,
receberam profilaxia universal com ganciclovir; e vinte e quatro pacientes do Grupo B,
sendo 14 adultos com anemia apldstica e 10 criancas (7 com doencas hematoldgicas
malignas e 3 com anemia apldstica) ndo receberam profilaxia com ganciclovir. Se a
vigilancia laboratorial era positiva (2 ou mais amostras de PCR positivas consecutivas ou 1
ou mais células antigeno-positivas por antigenemia), terapia precoce com ganciclovir era
administrada, seguida de doses de manutencdo nos pacientes de ambos os grupos. Como
resultados obtidos apds a monitorizacdo, nos pacientes do Grupo A, 36/45 pacientes
tiveram infecgdo ativa pelo HCMV detectada por AGM e/ou PCR. A probabilidade de
antigenemia positiva até o dia +150 foi de 53% e por PCR foi de 71,3% (P=0,04). O teste
de PCR nao se mostrou mais precoce na deteccdo da infecc¢do ativa pelo HCMV do que a
antigenemia nos pacientes deste grupo (54 e 62 dias, respectivamente, P=NS). A
sensibilidade e a especificidade da antigenemia foi de 58% e 64,3%, respectivamente,
usando a PCR como padrdao-ouro. Nos pacientes do Grupo B, 19/24 pacientes tiveram
infecgdo ativa pelo HCMV detectada por AGM e/ou PCR. A probabilidade de positivagao
da antigenemia foi de 66,7% e da PCR dupla foi de 67,2% (P=NS). O teste de PCR
mostrou-se mais precoce do que a antigenemia na detec¢dao da Infec¢ao Ativa por HCMV
nos pacientes do Grupo B (24 e 34 dias, respectivamente, P=0,03). A sensibilidade e a
especificidade da antigenemia foi de 81,2% e 62,5%, respectivamente, usando a PCR dupla
como padrao-ouro. Doenca por HCMV ocorreu em 2/45 pacientes (4,44%) do Grupo A
(casos de gastrite), e foram tratados com sucesso pelo ganciclovir. No Grupo B, 4/24
pacientes (16,7%) tiveram doenga por HCMV. Um desses pacientes teve coriorretinite, dois
tiveram gastrite € um teve pneumonia intersticial. Dois 6bitos por HCMV ocorreram neste
grupo (50%), sendo que um por gastrite inicial e outro por pneumonia intersticial, ambos

com disseminagdo sistémica posterior.
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Neste trabalho, o uso da profilaxia universal com ganciclovir pareceu retardar o
aparecimento da infeccd@o ativa, pois atrasou a positividade dos testes, quando comparado
ao grupo que ndo recebeu profilaxia. Contudo, nenhum impacto favordvel foi observado no
grupo de pacientes que recebeu profilaxia universal com ganciclovir, em relacdo a infec¢do
ativa pelo HCMV, doenca e sobrevida. Outra observacgdo foi em relagdo ao comportamento
dos testes diagndsticos nos pacientes tratados com ganciclovir, onde a PCR dupla
demonstrou-se mais precoce, porém, na maioria dos casos, a antigenemia confirmou o
diagndstico. Nossos resultados sugerem que tanto a antigenemia quanto a PCR podem ser

utilizadas como marcadores precoces para a introducdo da terapia antiviral especifica.
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ABSTRACT



Human cytomegalovirus (HCMV) remains a cause of significant morbidity and mortality
after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Different prophylactic
approaches have been adopted, but these strategies remain controversial. Early detection of
active HCMV infection is imperative to control and to detain HCMV disease. Ganciclovir
universal prophylaxis or pre-emptive treatment based on detection of antigenemia (AGM)
or a nested polymerase chain reaction (N-PCR) effectively prevents HCMV disease during
the first 100 days after transplant. The aim of this study was to describe our experience in
the control of active HCMYV infection using ganciclovir universal prophylaxis at low doses
and pre-emptive therapy with ganciclovir following hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) based on the monitoring of antigenemia (AGM) and on a nested polymerase chain
reaction (N-PCR). We prospectively monitored 69 HLA identical sibling donor HSCT
patients for evidence of HCMYV infection and disease starting in the day of transplant until
day 150 after transplant. Two groups of patients were studied: Group A: 45 recipients with
malignances diseases and with risk factor for HCMV disease (D+/R+; D-/R+ and D+/R-)
received ganciclovir universal prophylaxis in a dose of 5 mg/kg per day, 3 days per week
and continued until day 75 after transplant; Group B: 14 adults patients, most of them with
non-malignance disease and ten pediatrics patients who did not receive ganciclovir
universal prophylaxis. In Group A, the incidence of positive antigenemia at day 150 was
51% in a median of 62 days after transplantation, with a positive PCR of 68.9% in a median
of 54 days. In Group B, the antigenemia positivity was 66.6% and that of N-PCR was
66.7% in a median of 34 and 24 days, respectively. HCMV disease occurred in 6/55
patients (10.9%), with 2/36 (5.5%) from Group A (gastritis) and was successfully treated
with ganciclovir. In Group B, 4/24 patients (16.7%) had HCMYV disease (one
chorioretinitis; two gastritis and one with interstitial pneumonia (IP)). Two of these patients
(50%) died of HCMYV disease. Our results suggest that antigenemia and N-PCR can be used
as markers for assessing the introduction pre-emptive therapy. This approach could prove
to be more cost-effective than ganciclovir universal prophylaxis for treating HCMV

infection.
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1.1-HISTORICO

A citomegalovirose foi inicialmente identificada por Ribbert, que observou a
presenca de grandes inclusdes celulares no rim de um natimorto com sifilis em 1881. Sua
observacgdo ndo foi registrada até 23 anos mais tarde, quando as primeiras ilustracdes dessas
células semelhantes a protozodrios, observadas nos rins, pulmdes e figado de outro

natimorto com sifilis, fossem publicadas (RIBBERT, 1904).

Em 1921, Goodpasture e Talbot foram os primeiros a sugerir que as alteragdes
celulares observadas eram similares as lesdes de pele causadas pela varicela e que a
citomegalia poderia ser provocada pelo efeito indireto de um agente similar. Eles também

observaram que as inclusdes nucleares estavam algumas vezes associadas com inclusdes no

citoplasma (GOODPASTURE & TALBOT, 1921).
Lipschutz (LIPSCHUTZ, 1921) também descreveu em 1921, inclusdes

similares que foram associadas com lesdes em humanos e coelhos infectados com herpes
simples. Ele afirmou que as estruturas constituiam uma reagdo especifica da célula contra
algum tipo de virus. Farber e Wolbach (FARBER & WOLBACH, 1932) foram os
primeiros a usar o termo doenca do virus das glandulas salivares, devido a propensdo do
virus de induzir inclusdes nucleares caracteristicas em linhagens celulares de epitélio do
ducto de glandulas salivares (HANSHAW, 1985).

Evidéncias experimentais confirmando a etiologia viral da doenca foram feitas
por Cole e Kuttner (COLE & KUTTNER, 1926) em cobaias, e que essa infeccdo seria
espécie-especifica.

Farber ¢ Wolbach em 1932, (FARBER & WOLBACH, 1932), em estudo
retrospectivo, revisaram 183 autdpsias de criangas, sendo que 22 (12%) apresentaram
inclusdes nas glandulas submaxilares, 2 criangas mais velhas com inclusdes na parétida e
glandula submandibular e duas outras com inclusdes no pulmao, figado, rins e pancreas.
Em 13 de 22 casos, sintomas de pneumonia foram observados. Os dois casos com inclusdes
viscerais apresentaram sintomas de doenga hemorragica e eritroblastose, respectivamente.

Smith e Vellios, em 1950 (SMITH & VELLIOS, 1950), analisaram 89 casos
de doenca de inclusdo citomegdlica e constataram que a maioria dos casos de infeccdo
generalizada ocorreu durante os primeiros 2 anos de idade. Eles concluiram que a infec¢ao

poderia ocorrer no ttero ou no periodo neonatal.
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O isolamento do citomegalovirus humano (HCMV), em 1956 e 1957, ocorreu
quase que simultaneamente a partir dos experimentos de trés pesquisadores. Smith isolou o
agente a partir de material precedente de duas criancas, tendo uma delas falecido com a
Doenca de Inclusdo Citomegalica generalizada. Rowe e colaboradores isolaram o virus de
tecidos de adendides, apds adenoidectomia; Weller recuperou o virus de figado e urina de
criangas com doenca de inclusdo citomegélica generalizada (ROWE et al, 1956; SMITH,
1956; WELLER, 1957).

Em 1960, com o progresso nos transplantes, a infeccdo pelo HCMV passa a ser
considerada uma entidade de grande importancia clinica (RUBBIN, 1990). Nesta mesma
época, a denominacao de citomegalovirus foi proposta por Weller (WELLER et al, 1960),
substituindo as denominag¢des de “virus das glandulas salivares” ou “virus da doenca de
inclusdo citomegélica”, entre outras, anteriormente utilizadas. A partir desta fase, o HCMV
foi pela primeira vez reconhecido como principal patégeno em hospedeiros

imunossuprimidos. (COSTA, 1999; RILEY, 1997).

1.2-CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO HCMV
1.2.1-Classificacao

O citomegalovirus humano foi originalmente classificado como um beta
herpesvirus, baseado em critérios morfolégicos e bioquimicos. A morfologia dos virus do
grupo herpes era desconhecida até 1960, quando foi observado o formato icosaédrico
através de microscopia eletronica. Devido a semelhanca morfoldgica e a presenca do DNA
de fita dupla, o citomegalovirus foi considerado um membro do grupo herpes. Em 1973, o
Grupo de Estudos dos Herpesvirus do Comité Internacional para Nomenclatura dos Virus
decidiu ndo utilizar o termo “citomegalovirus” e recomendou que fosse dado um nimero
ardbico a todos os herpesvirus: o citomegalovirus humano ficou classificado como
Herpesvirus Humano 5 (HHV-5). Em 1979 este Comité€ reabilitou o nome citomegalovirus
e dividiu a familia Herpesviridae em 3 subfamilias representando os virus herpes simples
(Alphaherpesvirinae), citomegalovirus, herpesvirus humano tipo 6 e tipo 7
(Bethaherpesvirinae) e o grupo dos virus linfoproliferativos (Gammaherpesvirinae)

(HO, 1991; BROWN & ABERNATHY, 1998).
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1.2.2-Estrutura Viral

O Citomegalovirus possui um didmetro de aproximadamente 200 nm, e consiste
de: 1) um core linear, com fita dupla de DNA; 2) um capsideo icosaédrico de
aproximadamente 150 nm de didmetro contendo 162 capsdmeros; 3) um material amoérfico
e assimétrico rodeando o capsideo e designado tegumento ou matriz; € 4) um envelope

glicolipidico contendo glicoproteinas virais em sua superficie (ZAIA, 1990) (Figura 1).

Capsomero
Genoma

Tegumento ou Matriz
Envelope Lipidico

Glicoproteinas

Copywright 1994 — 97 Marko Reschke

Figura 1-Estrutura do Citomegalovirus Humano (HCMV).

http://www.biografix.de/hcmv/html/metaframe.htm

O tamanho do genoma do HCMV ¢ de aproximadamente 230 Kilobases
(229.354 pares de bases — GeneBank NC001347) ou massa molecular relativa de 150-155 x

10° e uma densidade de 1.716-1.717 g/cm® correspondente a 58% de guanosina e citosina.

Este grande genoma codifica mais de 200 proteinas e é composto de duas
regides unicas definidas como longa (UL) e curta (US), flanqueada por seqiiéncias
repetidas invertidas localizadas internamente (IRL e IRS) e nas extremidades (TRL e TRS)

(CHEE et al, 1990; STINSKI, 1990). (Figura 2).
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Sequéncia Génomica do HCMV
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Figura 2-Organizagdo do genoma do Citomegalovirus Humano.

http://www.science.mcmaster.ca/Biology/Virology

1.2.3-Fisiopatologia

O HCMV ¢ um virus litico que causa um efeito citopdtico in vitro € in vivo.
Quando o hospedeiro € infectado, o DNA do HCMV pode ser encontrado em todas as
diferentes linhagens celulares e 6rgaos do corpo. Na infeccao inicial, 0o HCMV infecta as
células epiteliais das glandulas salivares, resultando em uma infeccao persistente € um local
de laténcia viral. O HCMV também infecta o sistema geniturindrio, especificamente os
tibulos proximais do rim préximo das dreas corticais. Virdria € muito comum e tem pouca
conseqiiéncia clinica. Apesar da replicacdo viral no rim, é raro ocorrer disfuncdo renal.
Uma excecdo pode acontecer em individuos que receberam transplante de rim, no qual o
HCMV ¢ associado com glomerulopatia e possivel causa de rejeicio do enxerto
(GOODRICH, 2001).

1.2.4-Ciclo de Replicacao e regulacao génica do HCMV

O ciclo de replicagio do HCMV ¢ lento em cultura celular e rdpido no
hospedeiro (EMERY et al, 1999), persistindo latente por muitos anos. E um agente
oportunista quando diminuem as defesas do organismo infectado. O HCMYV ¢ citopatico,
podendo produzir destruicdo tecidual em vérios tecidos, como, por exemplo, trato

gastrointestinal, pulmdes, cérebro, etc (ALFORD & BRITT, 1990).
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O ciclo replicativo do HCMV apresenta padrao similar aos demais herpesvirus,
onde apds infec¢do e incorporacdo do material genético, um pequeno nimero de genes €
transcrito, codificando proteinas que regulam sua expressdo; estas proteinas sao
denominadas de antigenos imediatamente precoces (IEA) e estimulam a producdo de
proteinas denominadas de antigenos precoces (EA). Os antigenos sdo expressos nas
membranas celulares e a seguir nas nucleares. Antigenos tardios (LA) tem funcgado
constitucional e sdo expressos apds replicacio do DNA (STRAUS, 1990; COLIMON &
MICHELSON, 1990).

O Citomegalovirus Humano e outros tipos de CMV que infectam outras
espécies de animais sdo altamente espécie-especificas, mas suas caracteristicas de
replicacdo e sindromes da doenca que acarretam sdo similares (ALFORD & BRITT,
1990; HO, 1991; PANUTTI, 1984.) Muitas cepas de HCMV circulam continuamente na
populacdo em geral (VAN DER MERR et al, 1996).

Recentemente, Bresnahan e Shenk, relataram que as particulas de HCMV nao
contém s6 DNA, mas também quatro tipos de RNA mensageiro (RNAm) (BRESNAHAN
& SHENK, 2000).

Esses quatro tipos de RNAm sio transcritos de um gene imediatamente precoce
(immediately-early), dois genes precoces (early) e um gene tardio (late). Ao penetrar na
célula do hospedeiro, o capsideo viral é transportado ao poro nuclear onde sua carga de
DNA ¢ langada ao nicleo (Figura 3). Os quatro RNAm estdo provavelmente localizados
no tegumento viral, que é uma capa de proteina entre o capsideo e o envelope (ROIZMAN,

2000; BRESNAHAN & SHENK, 2000).
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Figura 3-Mecanismo de infeccdo do HCMYV nas células do hospedeiro.

Ap6s fusdo do envelope viral com a membrana plasmdtica, o capsideo (com
algumas proteinas associadas ao tegumento) € transportado para o poro nuclear onde o
DNA viral € langado no ntcleo. L4, o DNA forma um circulo e é transcrito pelo maquindrio
de transcricdo celular. Outras proteinas do tegumento permanecem no citoplasma ou sao
transportadas independentemente ao nicleo. O RNAm viral € transportado para a célula
hospedeira com o capsideo e € traduzido no citoplasma. Pelo menos uma das proteinas
codificadas pelo RNAm viral estd associada com a cadeia reticulo endoplasmatico-

Complexo de Golgi (BREISNAN & SCHRENK, 2000) .

Ambos, CMV murino e humano tém trés familias de genes, o (alfa), B (beta) e
v (gama). Elas sdo expressas nas fases imediatamente precoces (IE), precoces (E) e tardia

(L) do ciclo de replicagdo das células infectadas. Cada uma das familias de genes
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imediatamente precoce e precoce t€tm uma fungdo regulatéria no ciclo celular (SWEET,

1999).

¢ a (IE) — nesta fase os genes sdo transcritos através de enzimas nucleares; os
RNAm sio transportados para o citoplasma e sdo traduzidos;
ocorre a produgcdo de certas proteinas regulatdrias que sdo
transportadas para o nicleo e que permitem ao virus ter controle da
sintese macromolecular da célula hospedeira. Os genes transcritos
nessa fase podem ter influéncia na expressdo de outros genes

virais, seus proprios genes e, possivelmente, genes celulares;

¢ B (E) — inicia-se ap6s o periodo IE e é caracterizada pela replicagdo do DNA
viral, produ¢do de proteinas nas células infectadas e producdo da
progénie;

v (L) — fase em que componentes estruturais ou de maturagdo dos virus

produzidos e o virus infectante é eliminado da célula (MUSTAFA,

1994).

1.2.5-Caracteristicas Fisico-Quimicas

O citomegalovirus € bastante termoldbil, sua vida média a 37° C € de apenas 45
minutos (PANUTTI, 1984; WELLER, 1971). O HCMV ¢ destruido rapidamente pelo
calor (37° C por uma hora ou 56° C por 30 minutos), baixo pH (abaixo de 5), éter (20% por
duas horas), luz ultravioleta por 5 minutos (COSTA, 1999) e ciclos de congelamento e

descongelamento (HUANG et al, 1980).

A infectividade do HCMV € mais bem preservada por estocagem em diluentes
de bicabornato de sédio na presenga de 35% de sorbitol a -90° C. As células infectadas com
o virus suspensas em meio Eagle com 10% a 20% de soro fetal e 10% de DMSO
(dimethyl-sulfoxide) podem ser estocadas por tempo indefinido em nitrogénio liquido a -

190° C (WELLER, 1971; COSTA, 1999).
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1.3-EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO

A infec¢do pelo HCMV é comum na maioria da populacao, infectando 0,5 a
1,0% de todos os recém-nascidos e mais ou menos 50% da populacido adulta em paises
desenvolvidos. E de baixa prevaléncia em paises europeus, Austrilia e América do Norte
(40 a 60% dos individuos sdo infectados), enquanto que em populacdes de nivel sécio-
econdmico mais baixo, a prevaléncia € significantemente maior, variando entre 80 a 100%.
A prevaléncia de anticorpos contra 0o HCMV (anti-HCMYV) eleva-se com a idade, atingindo

niveis maximos apds os 25 anos (PANNUTI, 1984; HARDY et al, 1985).

No Brasil, os dados epidemiolégicos disponiveis sdo restritos a algumas dreas
urbanas, tais como o estado de Sdo Paulo. Estudos usando soros coletados de pessoas
sauddveis de diferentes grupos de idade em Sao Paulo e testados para anticorpos anti-
HCMYV mostraram que em criancas de 0-4 anos de idade a soroprevaléncia era de 60%,
com um lento aumento ap6s os 15 anos de idade e 80% de positividade no grupo de idade
entre 51 a 60 anos (ALMEIDA et al, 2001); a incidéncia nos Estados Unidos e no norte da
Europa é de aproximadamente 50-60% (NICHOLS & BOECKH, 2000).

Aproximadamente  10%  das infeccdes  primdrias em  pacientes
imunocompetentes estdo associadas com a sindrome da mononucleose, caracterizada por
mal-estar, febre e linfocitose atipica. A grande maioria das infeccdes primdrias passa
desapercebida. O virus entdo permanece latente no endotélio e em células mononucleares

do sangue periférico, durante todo o tempo de vida do hospedeiro, controlada pela

imunovigilancia mediada por células (NICHOLS & BOECKH, 2000).

O HCMYV ¢ transmitido por: a) via parenteral, através de sangue ou seus
derivados; b) contato inter-humano; c¢) via materno-fetal, através do canal de parto,
contagio pds-parto ou transmissao intra-uterina e, d) transplantes de 6rgaos (VERONESI

et al, 1991).

Os humanos sd@o os unicos reservatorios de HCMV e a transmissdo ocorre
através do contato pessoa-a-pessoa. Recém-nascidos e criangas podem se tornar infectados
durante o nascimento pela passagem através do cérvix uterino contaminado, durante o
periodo pds-natal através do leite materno ou durante a infincia através de contato direto

com outras criangas em bercdrios ou creches e pode estar associado com seqiielas graves.
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Representa a causa mais comum de retardo mental e distirbios da audi¢do em criangas.
Apds a puberdade, transmissao salivar e sexual representam o modo mais importante de

infeccdo por HCMV (de JONG et al, 1998).

Com relacdo a epidemiologia em grupos de alto risco, sabe-se que pacientes
imunossuprimidos, como os transplantados, os portadores da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e aqueles que sdo submetidos a quimioterapia tém

maior risco de desenvolver a doenca por HCMV (COSTA, 1999).

O HCMV ¢ o mais importante patégeno entre os receptores de transplantes,
sendo que a infeccdo € evidenciada em 2/3 dos casos, embora a doenca clinica seja

encontrada com menor freqii€ncia (RUBIN, 1993; CAMARGO et al, 1996).

Existem trés padroes epidemiolégicos da infec¢do por HCMV em receptores de
orgdos transplantados: infeccdo primdria, reativacdo de infeccdo latente e reinfec¢do

(RUBIN, 1990).

+¢ Na infeccio primaria, a fonte viral pode ser pré-natal (transmissao
transplacentdria) (EPPS et al, 1995), transfusdo intrauterina (VILMER &
PEROL, 1984), perinatal (secrecdo cervical) e pds-natal (urina infectada,
saliva, leite materno) (EPPS et al, 1995), transfusao de sangue e transplante
de 6rgiaos (TEGTMEIER, 1989; FORMAN & ZAIA, 1995). Geralmente,
a infecc¢do € mais facil de ser adquirida em condicdes precarias de higiene.
Entre as pessoas com condi¢des sOcio-econOmicas baixas, a grande maioria
das criancas tem sido infectada antes do inicio da puberdade (DRAGO et al,

2000).

Ap6s a infecgdo primdria, o HCMV permanece em uma condi¢do de infecgdo
latente, mas ocasionalmente torna-se reativado e os virions infecciosos aparecem na saliva
e/ou urina. Essas reativagoes tempordrias sao assintomaticas, mas permitem ao virus que
ele se espalhe horizontalmente e ainda verticalmente se a reativacdo ocorrer durante a

gestacdo (DRAGO et al, 2000).
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¢ A reativacdo ¢é induzida pela alteracio no relacionamento parasita-
hospedeiro devido a mecanismo fisiol6gico, tal como ocorre na gravidez por
um decréscimo natural das defesas imunoldgicas; as doengas debilitantes ou
emprego de drogas imunossupressoras e procedimentos cirtrgicos (DRAGO

et al, 2000).

¢ A reinfeccao é devida a um virus novo com um diferente tipo antigé€nico
(TEGMEIER, 1989). Embora seja epidemiologicamente importante
distinguir reinfec¢do e reativagdo, ambas sdo clinicamente similares. O
termo infeccio recorrente, portanto, é freqiientemente usado para descrever
ambas possibilidades. Em adultos normais, a infec¢do por HCMV pode ser
também considerada uma doenca sexualmente transmissivel sendo mais
prevalente em mulheres com infeccdo gonocdcica anterior ou atual

(LESHER, 1988).

1.4-PATOGENESE

Em geral, a patogénese do HCMV ¢ similar a dos outros herpesvirus. Eles
compartilham a capacidade de: 1) disseminar de célula-a-célula mesmo na presenca de
anticorpos circulantes; 2) estabelecer um estado latente no hospedeiro; 3) reativar em
condi¢des de imunossupressdo, € 4) induzir no minimo imunossupressdo transitoria no

receptor (DREW, 1988; SWEET & SMITH, 1990).
A patogénese da doenca por HCMV em receptores de TMO e CPP envolve (1)

o papel da infeccio progressiva do virus, (2) o efeito da infec¢do pelo HCMV na fungado
celular, (3) a interacdo do HCMV com linhagens de células hematopoiéticas; (4) a fuga da
vigilancia imune mediada pelo HCMYV e (5) o papel da aloreatividade e GVHD na infec¢ao
pelo HCMV (ZAIA, 1999).

1.5-MANIFESTACOES CLINICAS DA DOENCA POR HCMV
A doenga em imunocompetentes quando se manifesta assume forma semelhante
a mononucleose infecciosa, classicamente caracterizada por febre de duragdo prolongada,

fraqueza, sudorese, mialgia, hepatomegalia, esplenomegalia ou ambos, e adenopatia.
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Linfonodomegalia e exsudato amigdaliano sao pouco encontrados, ao contrario do que se
verifica na mononucleose infecciosa causada pelo virus Epstein-Barr. Ictericia e exantema
maculopapular podem ser eventualmente observados. Em relagdo aos exames laboratoriais,
o hemograma pode apresentar linfocitose relativa e absoluta e presenca de grande nimero
de linfécitos atipicos. As enzimas hepdticas (TGO e TGP) podem estar moderadamente
elevadas em cerca de 80% dos casos (WELLER, 1971a; WELLER, 1971b; PANUTTI
et al, 1987; PANUTTI et al, 2001).

Porém, o virus pode ser um importante patégeno no feto humano, em pacientes
com defeitos de imunidade celular (SIDA, leucemia, linfoma), em receptores de TMO, CPP
e de 6rgdos solidos e aqueles submetidos a quimioterapia antineopldsica. Uma vez ocorrida
a infec¢do, 0 HCMV pode permanecer latente, em equilibrio com o organismo infectado,
reativando a atividade viral quando houver diminui¢io da imunidade do hospedeiro,
caracterizando o HCMV como agente oportunista. Um dos fatores que mais tém
contribuido para o aumento da ocorréncia da infeccio por HCMV € o emprego cada vez
mais comum de drogas imunossupressoras (PANUTTI ef al, 1984; HO, 1990; MYERS &
AMSTERDAM, 1997). Com o aumento da prevaléncia de AIDS, a infeccio por HCMV
transformou-se em um grave problema de satide publica nos vérios paises do mundo.
Devido a profunda e complexa defici€éncia imunolégica causada pelo HIV, o HCMV
freqiientemente causa doenca disseminada nesse grupo de doentes. Além disso, a

co-infec¢do entre HCMV e outros patégenos é muito comum nos pacientes com AIDS

(COSTA, 1999).

Em pacientes transplantados, com cancer e outros imunossuprimidos, a
freqiiéncia e a gravidade da infeccdo e de suas manifestagdes clinicas sdo bastante
varidveis. Elas dependem do tipo de transplante, das condi¢Oes clinicas do doador, da
presenca ou ndo de reacdes devido a incompatibilidade dos antigenos de
histocompatibilidade, da natureza e duracdo da quimioterapia e do regime de
imunossupressao utilizada (GRUNDY, 1990). Nestes pacientes a doenca se apresenta com
sinais de sindrome de mononucleose sendo que o achado principal é febre de duracdo
varidvel. Em ordem de freqii€éncia podem ser observados: hepatomegalia, esplenomegalia,

mialgia e/ou artralgia, elevacOes de enzimas hepaticas e linfocitose. Linfocitos atipicos sdo

menos evidentes nesses pacientes e, particularmente, devido a imunossupressao, leucopenia
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ocorre mais freqiientemente que leucocitose, juntamente com anemia e trombocitopenia.
Apdés a sindrome da mononucleose, a pneumonia por HCMV € a mais freqiiente
manifestacdo em pacientes imunossuprimidos, principalmente em transplantados de
medula. A infec¢do concomitante por fungos, bactérias gram-negativas e/ou Pneumocystis
carinii ¢ comum. Hepatite com hepatomegalia, anormalidades de testes de funcdo hepética
e ictericia sdo observados em 7 a 16% de transplantes renais. Coriorretinite secunddria ao
HCMV ¢ outra entidade clinica cuja freqii€ncia tem aumentado em pacientes
imunossuprimidos, especialmente nos portadores de AIDS. O trato gastrointestinal vem
cada vez mais sendo atingido pelo HCMV, principalmente nos pacientes com AIDS. O
cOlon é o local mais freqiientemente acometido, seguido pelo esdfago, reto e intestino
delgado. As manifestacdes clinicas no trato gastrointestinal dependem do nivel e grau de
acometimento do 6rgdao, bem como da ocorréncia ou nao de infec¢des concomitantes ou

tumores (COSTA, 1999).

A pneumonia por citomegalovirus tem sido uma das mais importantes infec¢oes
oportunistas nos hospedeiros imunocomprometidos. A doenca é particularmente grave em
receptores de transplantes alogé€nicos de medula 6ssea (LJUNGMAN, 1995). Nos anos
oitenta, foi considerado o maior problema infeccioso nestes pacientes porque foi observada
uma mortalidade maior do que 80% mesmo ap6s a introducao do ganciclovir, o primeiro
antiviral com boa atividade contra o citomegalovirus in vitro e in vivo (SHEEP et al,

1985).

Atualmente, o tratamento da pneumonia intersticial pelo HCMV compreende o
uso de ganciclovir e imunoglobulina endovenosa. Mesmo com este tratamento, uma vez
instalada a pneumonia, pouco mais de metade dos casos poderdo ser curados
(LJUNGMAN & EINSELE, 1994). Em contraste ao ganciclovir que é fornecido pelo
Ministério da Saude no Brasil e estd disponivel a todos os pacientes com doenga por
HCMYV, o governo ndo oferece subsidios para a aquisicdo de imunoglobulina endovenosa
(IglV-HCMV) e seu alto custo tem sido limitado e o uso € restrito a um pequeno nimero de

pacientes (MACHADO et al, 2000)
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1.6-DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE INFECCAO ATIVA PELO HCMV

Os métodos convencionais para a detec¢do da infec¢do pelo HCMV incluem
exame direto de amostras por microscopia eletrOnica, identificacdo de células com
corpusculos de inclusdo caracteristicos, cultura viral e sorologia (PREISER et al, 2001;

PANUTTI, 2001).

1.6.1-Microscopia Eletronica

A vantagem deste método € sua rapidez, pois pode dar um resultado positivo
em 15 a 30 minutos, além de se poderem examinar materiais eventualmente contaminados
por fungos ou bactérias, que ndo sdo apropriados para isolamento viral. Contudo, além de
necessitar de equipamento sofisticado e pessoal altamente treinado, tem uma sensibilidade
relativamente baixa, s6 detectando HCMV em amostras que tenham altas concentragdes

virais. Ndo € exame usado na rotina (PANUTTI, 2001).

1.6.2-Exames Histopatolégicos e Citolégicos

A infecgdo pelo HCMV acarreta, in vivo, a formagao de células grandes, com
inclusdes intranucleares (eventualmente intra-citoplasmaticas) que sdo caracteristicas e
podem ser facilmente visualizadas quando coradas com hematoxilina-eosina, Papanicolau,
ou Giemsa. As células de inclusdo citomegalicas podem ser demonstradas em fragmentos
de tecidos (figado, rim, pulmdo, etc.), em sedimento urindrio, lavado gdstrico e
broncoalveolar e outros materiais. Quando presentes t€ém grande valor diagndstico. As
grandes vantagens desta técnica sdo sua simplicidade, rapidez e baixo custo, podendo ser
executada em qualquer laboratério. Contudo, a alta incidéncia de falsos resultados
negativos limita muito seu uso e por isso deve ser complementada com técnicas mais
sensiveis (HODINKA & FRIEDMAN, 1991; SUASSUNA & MACHADO, 1992;
PANUTTI, 2001).
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1.6.3-Isolamento Viral por Cultura Classica

O HCMV pode ser isolado de materiais bioldgicos variados: urina, saliva,
secrecOes cervicais, s€men, leite, sangue, lavado e aspirado de 6rgdos e homogenados de
tecidos solidos. Por ser um virus ldbil, o material colhido deve ser processado
imediatamente. Caso haja necessidade de conservacdo ou transporte, é aceitivel uma
temperatura em torno de 4° C procurando-se evitar o congelamento. Independentemente do

material clinico, o isolamento do HCMYV em cultura é demorado (COSTA, 1999).

O diagnéstico cldssico utilizado para demonstrar infec¢io ativa por HCMV € a
inoculag¢do do material suspeito em cultura de fibroblastos humanos, tnica linhagem celular
que permite sua replicacdo “in vitro”. Porém, além da complexidade envolvida com os
métodos de cultura celular, a lenta replicacdo do virus faz com que seja necessirio um
periodo minimo de 25 dias para o resultado final (WELLER, 1971; WELLER, 1962,
PANNUTI, 1984).

1.6.4-Métodos Sorologicos

Os métodos sorologicos detectam anticorpos IgM e IgG contra o HCMV e sdo
importantes na identificacdo da fase da infeccio (CHOU, 1990), porém apresentam
algumas limitacOes importantes, sendo essas: pacientes imunossuprimidos podem
apresentar infeccdo grave e, dependendo do grau de imunossupressio, podem ser
encontrados resultados falso-negativos. Além disso, a detec¢do por métodos sorolégicos
nunca é precoce e necessita muitas vezes de acompanhamento com exames periddicos para
definicdo diagndstica. Mais recentemente tem sido utilizado testes imunoenzimdticos
(ELISA) com anticorpos monoclonais para a detec¢do de particulas virais na urina ou soro

(MCKEATING, 1985).

A introducdo de testes laboratoriais rdpidos e precoces tem permitido aos
clinicos detectar a replicacdo viral e diagnosticar, portanto, a infec¢do ativa por HCMV
antes do inicio da doenca. Isso proporciona a oportunidade de iniciar o tratamento antiviral
precocemente (SIA & PATEL, 2000). Essa entdo chamada terapia precoce (“pre-emptive

therapy”) é definida como tratamento altamente efetivo administrado por um curto periodo,
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em individuos que estdo com um alto risco de desenvolver doengca por HCMV (RUBIN,

1991).

O diagnostico precoce da infeccdo por HCMV pode ser realizado por:
imunocitoquimica de fibroblastos humanos infectados, o DEAFF (detection of early
antigen fluorescent foci) ou “shell vial” (GRIFFITHS et al, 1984); a expressdo da
fosfoproteina de 65 kDa (pp65) da matriz do HCMV em leucdcitos do sangue periférico,
entdo chamado antigenemia (van der Bij et al, 1988a, van der Bij ef al, 1988b), a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) para amplificagdo de seqii€ncias de 4dcidos nucléicos virais
(JIWA et al, 1989; EINSELE et al, 1995) ¢ outros métodos moleculares, tais como a PCR
quantitativa (COBAS), Nuclisens pp67 Nasba, Captura hibrida (RECOMENDATIONS
OF CDC, 2000).

1.6.5-Técnica da “‘Shell Vial” ou cultura com isolamento rapido

Esta técnica consiste basicamente em um isolamento viral cldssico, em que
diferentes materiais clinicos s@o inoculados em placas contendo laminulas (‘“shell-vials™)
com monocamadas de fibroblastos humanos em cultura. Contudo, em vez de se esperar
até quatro semanas para aparecimento do efeito citopdtico caracteristico do HCMYV,
adiciona-se a estas laminulas, a intervalos de 24, 48 e 72 horas, uma mistura de anticorpos
monoclonais contra diferentes antigenos do virus, sendo a revelacdo feita através de
técnicas de imunofluorescéncia. Este método detecta antigenos virais na superficie das
células infectadas in vitro e apresenta especificidade similar ao da cultura convencional,

porém, mais sensivel e rdpido (RAWLINSON, 1999) (Figura 4).
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Figura 4-Cultura com isolamento ripido, fixado e corado 16 horas apds inoculagdo,

mostrando proteinas virais no nucleo de fibroblastos humanos infectados.

1.6.6-Deteccao do antigeno pp65 do HCMYV em sangue periférico (antigenemia)

O método da antigenemia tem sido considerado um grande avanco no
diagndstico da infeccdo por HCMV em transplantes de 6rgdos. A presenca de antigenemia
em leucdcitos do sangue periférico proporciona um marcador precoce de infecg¢do ativa
pelo HCMYV e é um teste rdpido (van der Berg ef al, 1991). Esse método depende do uso
de anticorpos monoclonais que detectam o antigeno viral pp65, uma proteina estrutural

expressa nos leucdcitos do sangue durante a fase precoce do ciclo de replicagdo do HCMV.

Este teste € limitado a deteccdo de antigenos virais nos leucécitos. O resultado
ndo € somente qualitativo, mas € também quantitativo, correlacionando a viremia com a

gravidade da doenca clinica (LO ef al, 1997; NIUBO et al, 1996; THE et al, 1992).

O teste de antigenemia consiste em um numero de fases incluindo o isolamento
dos leucdcitos do sangue periférico pela sedimentacio com dextran, lise direta de
leucdcitos, preparacdo de laminas microscopicas, imunocoloracdo com o uso de anticorpos
monoclonais (C10 e C11) contra 0o HCMV, avaliacdo microscépica e contagem quantitativa
(ERICE et al, 1995; HO et al, 1998; THE et al, 1995; THE et al, 1990). As laminas

citocentrifugadas contém um dado nimero de células que sdo preparadas por centrifugacao
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com um sobrenadante rico em leucdcitos. A fixacdo das laminas € feita ou com acetona ou
formaldeido; resultados superiores foram obtidos com a fixagdo com formaldeido

(BOECKH et al, 1994; GERNA et al, 1992; THE et al, 1992).

A imunodeteccdo do antigeno do HCMV ¢ possivel através dos métodos de

imunoperoxidase indireta ou imunofluorescéncia indireta (THE et al, 1995).

Em 1988, Win Van der Bij, acreditava que diagnésticos rdpidos de infeccao
ativa por HCMV eram de grande importancia para evitar o excesso de tratamento com
drogas imunossupressoras (em receptores de transplantes) e guiar a terapia antiviral. A
demonstracdo do HCMV em amostras de sangue € particularmente importante porque a
viremia por HCMV ¢ considerada um marcador de infec¢do ativa e tem demonstrado boa
correlacdo com doenga grave. A deteccdao do antigeno de HCMV em leucdcitos do sangue
periférico (antigenemia) tem sido demonstrada como uma técnica rdpida (5 h) e sensivel na

deteccio de HCMV (WIM van der Bl]J et al, 1988a; THE et al, 1990).

O teste de antigenemia € um método sensivel para a estimativa da carga viral
sisttmica do HCMV. O método é uma boa escolha para laboratérios com baixo a médio
volume de testes, sendo considerado o mais adequado para guiar a inicio da terapia precoce
e para a monitorizac¢do da eficacia do tratamento com ganciclovir (GONDO et al, 1994). A
desvantagem € que a amostra deve ser processada em curto espaco de tempo, sendo
recomendavel até 8 horas apds a coleta para nao haver a diminuicdo da sensibilidade e em
pacientes com grave neutropenia o exame nao pode ser realizado devido a baixa contagem
de granuldcitos. Alternativamente, a PCR para HCMV no plasma ou soro podera ser
realizada nessa situacdo (SOLANO et al, 2001; BOECKH & BOIVIN, 1998; BOECKH
etal, 1992).

1.6.7-Reaciao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Com a introducdo da amplificagdo de DNA por meio da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (SAIKI et al, 1985), a deteccio do HCMV foi levada a efeito em
amostras contendo pequeno numero de codpias do virus (SHIBATA et al, 1988;
DEMMULER et al, 1988; OLIVE et al, 1989). A amplificacdo génica por PCR permite a

producdo de grandes quantidades de fragmentos especificos de DNA a partir de substratos
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complexos e em concentracdes diminutas. Basicamente, este procedimento permite a
amplificacdo de um fragmento de DNA escolhido, cuja concentracdo final excede em

milhares de vezes a do DNA presente na amostra analisada (COSTA et al, 1992).

Este procedimento consiste em repetidos ciclos de sintese de DNA por meio de
dois iniciadores (“primers”) com orientacdes opostas, isto €, dois segmentos de
aproximadamente 20 nucleotideos, com seqiiéncias complementares as duas extremidades
do fragmento alvo, e levadas a efeito por reagdo enzimatica mediada por uma polimerase,
com atividade em altas temperaturas (“7aq polimerase”). Cada ciclo de reacdo € constituido
por trés fases: separacdo das hélices de DNA a ser amplificado; ligagdo complementar entre
os “primers” e o DNA e sintese do DNA pela Taq polimerase. A orientacdo dos “primers”
faz com que a sintese de DNA ocorra na regido interna entre eles. Assim, o produto da
extensdo de um “primer” € utilizado como substrato para o outro, o que resulta em cada
ciclo, na duplicagdo da quantidade de DNA sintetizada pelo ciclo precedente. Assim, o
nimero de cOpias do fragmento alvo tem um aumento exponencial, o que faculta no final
de 30 ciclos um aumento na ordem de 10° cOpias, partindo-se de uma unica molécula

(SAIKI, 1985; COSTA, 1992; SHIBATA, 1988) (Figura 5).

A PCR ¢ um método rapido (4-6 h), especifico e extremamente sensivel, porém,
devido a sua alta sensibilidade, os principais problemas sao os falso-positivos resultantes da
contamina¢do na execucdo do teste. Resultados falso-negativos podem ser causados pela
variabilidade genética das cepas do HCMV ou pela presenca de inibidores (THE et al,
1992). Uma importante vantagem da PCR em relacdo a antigenemia (pp65) € que as
amostras podem ser estocadas em temperatura ambiente por >72 horas sem uma

diminuicao significante nos niveis de DNA (ROBERTS et al, 1997).

O aumento da especificidade e sensibilidade da PCR foram alcancados pela
“Nested-PCR”, onde o produto da primeira PCR, amplificada com um par de “primers”, é
submetido a nova reag¢do de amplificagdo utilizando-se um par de “primers” internos ao
primeiro, sendo o produto entdo detectado por eletroforese em gel de agarose

(BRYTTING, et al, 1991)
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Figura 5-Esquema representando a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR).

1.7-FATORES DE RISCO PARA INFECCAO ATIVA E DOENCA PELO HCMV
EM TRANSPLANTADOS DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOETICAS (TCPH).

Conhecer o status sorolégico em relacdio ao HCMV de um individuo
imunossuprimido € um fator importante, ji que a soropositividade reflete uma infec¢ao
anterior e, portanto, todos os individuos soropositivos abrigam o HCMV de forma latente,
podendo se reativar a qualquer momento. No receptor de transplante de orgdos, o
conhecimento do status soroldgico pré-transplante € necessdrio para permitir relacionar
quando possivel, doadores HCMV-negativos com receptores soronegativos. A relacao entre
o soro-status/HCMV do doador e do receptor reduz significantemente a incidéncia de

doenca por HCMYV nesses pacientes (PILLAY, 1993).

Antes do uso do ganciclovir profildtico, a citomegalovirose era a causa mais
comum de morbidade e mortalidade apés TCPH. Na auséncia da profilaxia antiviral, a
doenca pelo HCMV ocorria entre 30 a 100 dias apds o transplante em 70% dos receptores
HCMYV soropositivos e 25 a 40% dos receptores HCMV soronegativos recebendo medula
soropositiva ou produtos sanguineos nio filtrados (BOWDEN et al, 1986; MILLER et al,
1991).
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O uso de produtos sanguineos HCMV soronegativos tem reduzido a incidéncia
de infeccdo por HCMV em receptores HCMV soronegativos em aproximadamente 3% a

6% (MILLER et al, 1991)

Os pacientes que t€ém um risco menor sdo os pacientes HCMV-soronegativos
com um doador soronegativo. Nestes pacientes, o maior fator de risco de infeccdo pelo
HCMV ¢ o uso de produtos sanguineos de doadores soropositivos (Tabela 1) (STOCHI
et al, 1998). O risco de doenca € primariamente dependente do risco da infec¢do ativa por
HCMV (MEYERS, 1990). Os fatores secunddrios incluem doenga grave do enxerto contra
o hospedeiro (GVHD ou DECH) (WINSTON et al, 1990); o transplante de um doador
ndo-relacionado (MARKS et al, 1993) e o atraso na reconstitui¢do da resposta da célula T

citotoxica HCMV-especifica (Li et al, 1994).

Tabela 1-Risco de doenga por HCMV apés TCPH alogénico em relacdo ao status

soroldgico doador/receptor.

Anticorpos HCMV Risco de doenca por HCMV

Doador Receptor Doador Relacionado Doador Nao-Relacionado
Muito Baixo Muito Baixo

Negativo Negativo (HERMAN et al, 1982; (HERMAN et al, 1982;
BOWDEN et al, 1986) BOWDEN et al, 1986)
Moderado Moderado

Negativo Positivo (MEYERS et al, 1986; GOODRICH et al, (MEYERS et al, 1986; GOODRICH et
1994) al, 1994)
Alto Muito Alto

Positivo Negativo (MEYERS et al, 1986; GOODRICH ef al, (MEYERS et al, 1986; GOODRICH et
1994) al, 1994)

A incidéncia de doenga precoce pelo HCMV (dentro dos primeiros 100 dias
apos o transplante) tem diminuido substancialmente com o uso de profilaxia ou de terapia
precoce com ganciclovir. Infelizmente, essa estratégia tem sido acompanhada por um
aumento na incidéncia de doenca tardia pelo HCMV (BOECKH et al, 1996a; BOECKH
et al, 1999). Estudos tém demonstrado que a utilizacio precoce da terapia antiviral atrasa a

reconstituicao da imunidade do hospedeiro contra o virus, colocando os pacientes em risco
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de doenca tardia quando tal terapia € descontinuada (LI et al, 1994; BOECKH et al,
1996b).

1.8- AGENTES ANTIVIRAIS COM ATIVIDADE CONTRA O HCMV

Atualmente, sete terapias antivirais sdo aprovadas pelo FDA (US Food and
Drug Administration) na profilaxia ou terapia contra a infeccdo por HCMV:
Imunoglobulina endovenosa do HCMYV, Aciclovir, Valaciclovir, Ganciclovir,
Valganciclovir, Foscarnet e Cidofovir. Os agentes antivirais podem ser administrados
terapeuticamente para doenga por HCMV ou profilaticamente (ex. terapia precoce), quando

o risco de doenca por HCMYV ¢ alto (ex. pacientes transplantados). Entre eles, ressaltamos:

1.8.1-Imunoglobulina endovenosa

Nucleosideos sdo os verdadeiros agentes antivirais que agem contra o CMV,
embora as imunoglobulinas possam produzir algum efeito antiviral, particularmente em
combinacdo com estes agentes. O uso de imunoglobulina endovenosa € considerado
assunto controverso € em ambos receptores soronegativos ou soropositivos, o principal
beneficio € provavelmente ndo-especifico devido as diferencas entre as doses e tipos de
imunoglobulinas, estado imunolégico do doador e receptor, profilaxia da GVHD aguda,
regime de condicionamento e uso de transfusdao de granulécitos (GUGLIELMO et al,

1994).

Imunoglobulina endovenosa € preparada com uma mistura de plasma sanguineo
de adultos selecionados e que possuem altos titulos de anticorpos anti-HCMV (SAWYER,
2000).

O uso de HCMV-IGIV ou IglV em combinag¢do com ganciclovir é considerado

o tratamento de escolha para pneumonia por HCMV diagnosticada em pacientes receptores

de TMO e CPP (NICHOLS & BOECKH, 2000).
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1.8.2-Ganciclovir

Ganciclovir € o primeiro agente antiviral que € especifico para o tratamento do
CMV e ganciclovir endovenoso € geralmente considerado terapia de primeira linha para

doenca por CMV sintomética.

Ganciclovir sédico é um nucleosideo aciclico sintético andlogo do 2’-
deoxiguanosina que inibe a replicacdo dos herpesvirus in vivo e in vitro. Difere
estruturalmente do aciclovir por uma unica cadeia caboxil lateral. Esta alteracdo estrutural

confere a droga aproximadamente 50 vezes mais atividade que o aciclovir contra 0 HCMV

(MAR et al, 1985).

O nome quimico do ganciclovir € 9-[2-hidroxi-1-(hidroximetil)-etoximetil]
guanina, embora seja mais comumente conhecido como dihidroxipropoximetil guanina
(DHPG) (Figura 6). Ganciclovir tem uma férmula molecular de CoH;3N504 € um peso
molecular de 255,23 g/I. Quando formulado como um sal monossddico, ganciclovir tem
uma férmula molecular de CoH;,NsNaO,4 e um peso molecular de 277,22 g/l (MAR et al,
1985).

A
JIOD
HO -—go\\“

Ganciclovir

Figura 6-Estrutura Quimica do Ganciclovir

Os mecanismos de acdo do ganciclovir foram estudados in vitro em células
humanas infectadas com o HCMV. Embora o completo mecanismo de a¢do ndo esteja
compreendido, foi estabelecido que a capacidade do ganciclovir em inibir a replicag¢do viral

¢ decorrente de sua inibicdo seletiva na sintese do DNA viral pela forma trifosforilada da
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droga. As DNA polimerases das células do hospedeiro sdo consideravelmente menos
sensiveis do que a polimerase viral em relacdo aos efeitos do ganciclovir trifosfato (MAR,
1985; VERHEYDEN, 1988). Acredita-se que a atividade antiviral do ganciclovir-trifosfato

seja o resultado da inibi¢do da sintese do DNA viral que ocorre de duas maneiras:
1) Inibicdo competitiva da DNA polimerase viral; e

2) Incorporagdo do ganciclovir-trifosfato dentro do DNA viral, resultando

assim na terminagdo do filamento de DNA viral.

Com a deteccdo precoce da infeccdo por HCMV, a terapia precoce com
ganciclovir reduz significativamente o desenvolvimento da doengca por HCMV

(WINSTON et al, 1993).

O ganciclovir pode causar granulocitopenia, trombocitopenia, azoospermia e
elevacdo da creatinina sérica. Pacientes com retinite por HCMV, tratados com ganciclovir
endovenoso por 3 meses apresentam granulocitopenia em 40% dos casos e em 15%
trombocitopenia, que em geral, desaparecem apds descontinuagdo da terapia. A
granulocitopenia devido ao ganciclovir pode ser prevenida com o uso concomitante de fator

estimulador de colonia de granuléceitos (G-CSF) (CRUMPACKER, 1996).

1.8.3-Foscarnet

Foscarnet (trisodium phosphonoformate) ¢ um andlogo pirofosfato que inibe
reversivelmente e ndo-competitivamente a atividade da polimerase do DNA do HCMV
(BALFOUR, 1990; CHRISP & CLISSOLD, 1991). Foscarnet ndo requer ativacdo
intracelular para exercer sua atividade antiviral e ndo € incorporado a cadeia de DNA viral.
Foscarnet bloqueia reversivelmente o sitio de ligacdo da DNA polimerase viral e inibe a
clivagem de pirofosfato para deoxidonucleosideo trifosfato (BALFOUR, 1990; CHRISP
& CLISSOLD, 1991; ERICE, 1999). Foscarnet é o tratamento de primeira linha para

retinite por CMV quando a terapia com ganciclovir € ineficaz ou néo tolerada.

Em um estudo randomizado, a terapia precoce com Foscarnet foi associada com
disturbios eletroliticos freqiientes. Eletrdlitos no soro foram monitorados durante o

tratamento com Foscarnet, e baixos niveis de eletrélitos encontrados foram corrigidos por
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suplementagdo. A eficacia do Foscarnet e do Ganciclovir no tratamento precoce da infeccao
ativa por HCMV € similar, mas o ganciclovir estd associado com neutropenia grave

(REUSSER, et al, 2002; SALZBERGER et al, 1997).

1.8.4-Cidofovir (HPMPC)

Cidofovir ([S]-1-[3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl] cytosine) difosfato é
um inibidor competitivo da polimerase do DNA do HCMV. Similarmente ao ganciclovir, a
incorporacdo do cidofovir difosfato dentro do DNA viral causa uma demora e subseqiiente
cessagdo do alongamento da cadeia do DNA do HCMV (DE CLERCQ, 1993; ERICE, A,
1999). Cidofovir tem sido associado com toxicidade renal moderada, similar ao descrito
para Foscarnet em andlise retrospectiva de experiéncias clinicas realizadas em centros da

Europa (LJUNGMAN et al, 2001).

1.9-ESTRATEGIAS UTILIZADAS NA PREVENCAO DA INFECCAO ATIVA
PELO HCMV

Apesar de uma literatura extensa, nenhum consenso surgiu até o momento a
respeito da melhor estratégia preventiva para a infeccdo ativa pelo HCMV em TCPH
(AVERY, 2000). Com o avanco da terapia antiviral efetiva, a possibilidade de profilaxia
contra o HCMV tornou-se uma realidade. Diferentes estratégias de utilizacdo do

ganciclovir para controlar as infec¢des por citomegalovirus t€ém sido atualmente utilizadas:

¢ Profilaxia universal: refere-se ao programa que administra ganciclovir a
todos os pacientes, independentemente dos resultados dos testes de
investigagdo de viremia (excluindo somente os doadores negativos com

receptores negativos para 0o HCMV de receber profilaxia).

Esta estratégia muitas vezes leva a terapia desnecessaria, com o potencial risco
de toxicidade a droga (GOODRICH et al, 1993; WINSTON et al, 1993; GOODRICH,
et al, 1991; SPECTOR et al, 1984), incluindo neutropenias graves. Esta estratégia pode
gerar custos adicionais em relacdo ao controle das complicacdes ocorridas (fatores de
crescimento hematopoético, antibiéticos e hospitaliza¢des adicionais) (OSAROGIAGBON
et al, 2000).
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+» Terapia precoce (pre-emptive therapy): refere-se ao programa que da inicio
a terapia com ganciclovir a partir dos testes de monitorizacdo com resultados
positivos para infec¢do ativa por HCMV em pacientes assintomdticos ou

oligossintomadticos;

¢ Estratégias hibridas: sdo aquelas que utilizam profilaxia universal e terapia

precoce, para os diferentes grupos de pacientes (AVERY, 2000).

A estratégia mais comum em uso nos Estados Unidos, utilizada por mais da
metade dos programas que participaram do levantamento realizado em 2000 por Avery e
colaboradores, € a terapia precoce com ganciclovir, baseada em um ou mais testes de
vigilancia laboratorial. Porém, este levantamento foi meramente descritivo € ndo implicou
na superioridade de uma estratégia preventiva ou de modalidades diagnésticas de HCMV

sobre a outra. (AVERY et al, 2000)

Em receptores HCMV soronegativos, a forma de prevenir a doenga por HCMV
€ evitar a exposicao a fontes externas de HCMV pelo uso de doadores de sangue e medula
0ssea HCMV-soronegativos quando possivel; ou pelo uso de filtros de leucodeplegdao
(BOWDEN et al, 1991; MILLER et al, 1991; WINSTON et al, 1991; GUGLIELMO
et al, 1994).

A utilizacdo de terapia antiviral profildtica nesse grupo de pacientes € dificil de
se justificar porque a maioria ndo desenvolverd infeccao ou doenga por HCMV. Nestes
casos, estratégias como o uso de monitoriza¢do semanal por antigenemia (van der Bij et al,
1988a; van der Bij et al, 1988b) ou técnicas de PCR (JIWA et al, 1989; EINSELE et al,
1995) podem ser o melhor modo de identificar precocemente pacientes com risco de

desenvolver doenca por HCMV.

Em receptores HCMV soropositivos, varios estudos tém avaliado o uso
profildtico do ganciclovir intravenoso. Estes estudos mostraram uma reducio na incidéncia
de doenca por HCMV em pacientes recebendo ganciclovir, mas o freqiiente aparecimento
de neutropenia atrapalha os efeitos benéficos do ganciclovir no tratamento da doenca por

HCMV (GOODRICH, 1993 & WINSTON, 1993; BALZBERGER et al, 1997).
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1.10-HISTORICO DOS TRANSPLANTES DE MEDULA OSSEA NO
HEMOCENTRO/UNICAMP E A MONITORIZACAO DA INFECCAO ATIVA
POR CITOMEGALOVIRUS.

No nosso controle historico, a utilizacdo do protocolo de profilaxia universal
usando ganciclovir endovenoso em baixas doses em receptores alogénicos de medula dssea
e de células progenitoras periféricas comecou a ser realizada em Setembro de 1993.
Quarenta e quatro pacientes receberam ganciclovir quando a contagem de neutréfilos
atingiu 1.000 mm’ e plaquetas 30.000 mm’. A dose utilizada foi de Smg/kg/dia, 3 dias por
semana, através de cateter central ou veia periférica até o dia +75. O status soroldgico nao
foi utilizado como critério de exclusdo ou inclusdo no estudo. Nao foram utilizadas técnicas
de monitoriza¢do de infeccdo ativa pelo HCMV no periodo pés-transplante. Se a infecgao
ativa fosse suspeitada, o teste de PCR era realizado em amostras de sangue e/ou urina e/ou
lavado bronquico. A detec¢io do DNA do HCMV por PCR ocorreu em 5 pacientes (11%).
Somente 2 pacientes destes 5 (4,5%) tiveram diagnéstico confirmado de doenga por
HCMV: 01 teve pneumonia intersticial e o outro colite. Ambos se recuperaram com a
instituicdo de tratamento com ganciclovir em doses convencionais. Sete Obitos ocorreram
(16%), porém, nenhuma morte foi atribuida ao HCMV ou a toxicidade pelo ganciclovir

(AZEVEDO et al, 1996).

A monitorizagdo laboratorial da infec¢do ativa pelo citomegalovirus nos
pacientes transplantados de medula dssea e células precursoras periféricas comegou a ser
realizada a partir do segundo semestre de 1996, sendo feita com PCR semanal e sorologia
mensais em 42 pacientes até 150 dias apds o transplante. A profilaxia foi realizada com um
protocolo de ganciclovir em baixas doses desde a pega do enxerto até 150 dias apds o
transplante. Os resultados preliminares deste protocolo foram apresentados na 2* Reunido
da Sociedade Européia de Hematologia (Br J Haematol 1996, 93 (supp.2), p.250. Durante
a monitorizagdo, entre os 42 pacientes, 18 apresentaram 2 ou mais PCR positivos (42,8%),
caracterizando infeccdo ativa pelo HCMV. Desses, 3 pacientes apresentaram doenga por
HCMV (7,14%). Foi confirmado diagndstico de doenca por HCMV no trato
gastrointestinal (TGI) em 3 desses pacientes. Destes, um 6bito por HCMV ocorreu

(33,3%).
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No Servico de Transplante de Medula Ossea da UNICAMP/HEMOCENTRO,
foram utilizadas estratégias hibridas, porém, a profilaxia universal com ganciclovir ocorreu
em baixas doses, com a intencdo de minimizar os efeitos colaterais da droga, tais como a

neutropenia.

Anteriormente a conclusdo deste trabalho (BONON et al, 2004), ganciclovir
universal era administrado neste Servico, em todos os pacientes TCHP, exceto naqueles
com diagndstico de anemia apléstica ou com o padrao sorolégico IgG-HCMYV doador e
receptor negativos (Br J Haematol 1996, 93 (supp.2), p.250). Atualmente, com a
implantacdo do protocolo de diagndstico e monitorizacdo da infeccdo ativa por HCMV
nestes pacientes a partir deste trabalho, o Servigo de Transplantes passou a utilizar a terapia
precoce (pre-emptive therapy) como estratégia de prevencao da doenca por HCMV apés o

transplante (BONON et al, 2002; BONON et al, 2003).

Escolhemos a antigenemia e a nested PCR como métodos a serem utilizados no
diagndstico precoce e na monitorizagdo da infec¢do ativa por HCMV no grupo de pacientes
transplantados alogénicos de TCHP estudados porque sdo métodos rapidos e sensiveis para
esta finalidade. Sdo especialmente adequados para a monitorizacdo de pacientes com
grande risco de desenvolverem doenca grave, pois a positividade aconteceria antes do

inicio dos sintomas.

A possibilidade de se fazer diagndstico precoce é o melhor indicativo para um

tratamento também precoce mais eficiente. (MAYA & AZULAY, 2001)
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2-OBJETIVOS



PRINCIPAIS:

+¢ Padronizar e implantar e a técnica de antigenemia na detec¢do da infecg¢do

ativa pelo HCMV em pacientes submetidos a TCPH;

+* Monitorizar, prospectivamente, pacientes submetidos a TCPH, em relagdo a
infeccdo ativa e doenga causadas pelo HCMV utilizando as técnicas de
antigenemia, nested PCR e pesquisa de anticorpos especificos IgM e 1gG

por ELISA, contra o HCMV;

¢ Avaliar a eficacia da profilaxia universal com ganciclovir realizada pelo
STMO do Hospital das Clinicas da UNICAMP/HEMOCENTRO em relacao

a infecgdo ativa e doencas causadas pelo HCMV;

SECUNDARIOS:

e Avaliar a incidéncia de infec¢do ativa e doenca pelo HCMV detectada pela
nested PCR e pela antigenemia nos pacientes que receberam profilaxia

universal com ganciclovir e nos pacientes que ndo receberam profilaxia;

e Avaliar a acurécia dos testes de antigenemia, nested PCR, IgM e aumento
dos titulos de IgG anti-HCMV, em relacdo a deteccdo da infecc¢do ativa e

doenca pelo HCMV;

e Avaliar a probabilidade de detec¢do de infec¢do ativa e doenca pelo HCMV
por antigenemia e por nested PCR em pacientes que receberam profilaxia

universal com ganciclovir e em pacientes que ndo receberam profilaxia;

e Avaliar a precocidade dos métodos em relacdo a detec¢do da infeccao ativa

pelo HCMV;

e Avaliar a probabilidade acumulada de sobrevida nos pacientes que
receberam profilaxia universal com ganciclovir € em pacientes que ndo

receberam profilaxia;

e Analisar os fatores de risco para infeccdo ativa e doengca por HCMV nos

grupos estudados.
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3.1-CASUISTICA

Foram estudados prospectivamente, 69 pacientes submetidos a transplantes
alogénicos de medula dssea (MO) e/ou célula precursora periférica (CPP), acompanhados
no Servico de Transplante de Medula Ossea (STMO) do Hospital das Clinicas da
UNICAMP/HEMOCENTRO.

A monitorizagdo iniciou-se a partir do dia zero do transplante até 150 dias apds
o mesmo (ou até o 6bito), semanalmente, no periodo compreendido entre julho de 1998 a

dezembro de 2000.

Foram coletadas amostras de sangue em tubos contendo como anticoagulante
EDTA e soro em tubo estéril seco, de todos os pacientes submetidos ao transplante durante

o periodo acima citado. Foram incluidos no estudo seus respectivos doadores.

3.1.1-Critérios Utilizados Para Inclusao Dos Pacientes No Estudo
Foram utilizados os seguintes critérios para inclusdo dos pacientes no estudo:
+* Pacientes submetidos a transplantes alogénicos de MO e/ou CPP;

+¢ Disponibilidade de amostras semanais de sangue dos receptores, no pré e
pos-transplante, adequadas para a realizacdo dos testes laboratoriais (nested

PCR, antigenemia e sorologia I[gM e IgG-HCMV por ELISA);

+¢ Disponibilidade de amostras de sangue dos respectivos doadores antes do
transplante, para a realizagcdo dos testes laboratoriais (nested PCR,

antigenemia e sorologia IgM e IgG-HCMYV por ELISA).

3.1.2-Protocolo De Acompanhamento Para A Realizacao Das Coletas

Durante o periodo do estudo, o protocolo de acompanhamento para a realizacao

das coletas de sangue periférico foi o seguinte (Tabela 2):

¢ No dia do transplante: foram coletadas amostras de sangue total e de soro do

receptor e do doador, sempre que possivel;
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+» Coletas semanais subseqiientes foram realizadas no receptor a partir do dia

+7 até o dia +150 ap6s o transplante, até o 6bito ou até a perda do enxerto;

¢ As amostras foram coletadas durante o periodo de internagao na Enfermaria
de Transplante de Medula Ossea do HC/UNICAMP e durante os retornos
dos pacientes ao Ambulatério de Transfusdo e Quimioterapia do

HEMOCENTRO/UNICAMP, pela equipe de enfermagem especializada;

¢ As amostras foram enviadas imediatamente apds a coleta ao Laboratério de
Diagnéstico de Doengas Infecciosas por Técnicas de Biologia
Molecular/FCM/UNICAMP, onde foram realizados os testes de
Antigenemia e nested PCR. As amostras de soro foram encaminhadas ao
Laboratério de Imunologia do Departamento de Patologia Clinica do
HC/UNICAMP para a realizacdo dos testes soroldgicos IgM e IgG-HCMV
por ELISA.

Todos o0s pacientes receptores de transplantes de MO e/ou CPP que
participaram deste estudo, e seus doadores, foram informados sobre os procedimentos a
serem adotados e concordaram com sua realizacdo. Este Protocolo de Pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP (ANEXO A), apés acatar os pareceres dos membros-relatores previamente
designados para o presente caso e atendendo todos os dispositivos das Resolucdes 196/96 e
251/97, bem como ter sido aprovado os termos de Consentimento Livre e Esclarecido

(APENDICE A), assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa.

Tabela 2-Esquema de coletas das amostras de sangue dos pacientes e dos doadores

incluidos no estudo.

PRE - TRANSPLANTE POS - TRANSPLANTE
(doador e receptor) (até dia + 150 - receptor)

> PCR <> PCR semanal

<> Antigenemia <> Antigenemia semanal
<> Sorologia <> Sorologia mensal
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Obs.As coletas para os testes de antigenemia e PCR foram realizadas
semanalmente ou sempre que houvesse indicagdo. As coletas para a realizacdo dos testes

sorolégicos foram realizadas mensalmente.

3.1.3-Protocolo De Administracado Do Ganciclovir como Profilaxia Universal em

Pacientes Transplantados de Células Progenitoras Hematopoéticas (TCPH).

Ganciclovir endovenoso foi administrado nos pacientes de risco em relagdo a
infec¢do ativa pelo HCMV (D+/R-; D+/R+ e D-/R+) na dose de 5 mg/kg/dia, 3 vezes por
semana, apos a “pega do enxerto”, definida pela contagem de granuldcitos acima de
500/mm’ por 2 ou mais dias consecutivos e plaquetas em niimero maior que 20.000/mm’

por 5 dias consecutivos), até 75 dias apds o transplante.

O protocolo de profilaxia com ganciclovir foi seguido por todos os pacientes
com doengas hematoldgicas malignas. Os pacientes com anemia aplastica ndo receberam

profilaxia porque nesses pacientes o risco de adoecimento pelo HCMV € menor

(LJUNGMAN et al, 1990; VALTEAU et al, 1988; WINGARD et al, 1988).

3.1.4-Protocolo de Tratamento Precoce de Infecciao Ativa pelo HCMYV guiado pela

Positivacdo dos Testes de Monitorizacao.

ESQUEMA DOSE
¢ Tratamento da Infeccao Ativa 10 mg/kg/dia, por 7 dias + manutenc¢do

+ Manutencio 5 mg/kg/dia, 3 vezes por semana até 12 doses

3.1.5-Protocolo de Tratamento de Doenca por HCMV

ESQUEMA DOSE
+¢ Tratamento da Doenca 10 mg/kg/dia, por 21 dias + manutengao
+ Manutencio 5 mg/kg/dia, 3 vezes por semana até 12 doses
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3.1.6-Protocolo De Condicionamento Para O Preparo Do Transplante

LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC), LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA (LMA) e SINDROME MIELODISPLASICA (SMD):
<> BUSSULFANO - 4 mg/kg/dia, VO, do dia -7 ao dia -4. Dose total de 16 mg/kg.

<> CICLOFOSFAMIDA - 60 mg/kg/dia, EV, dia -3 e -2, dose total de 120 mg/kg/dia.

LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA (LLA):
X4 BUSSULFANO - 4 mg/kg/dia, VO, do dia -7 ao dia -4. Dose total de 16 mg/kg.
<> CICLOFOSFAMIDA - 60 mg/kg/dia, EV, dia -3 e -2, dose total de 120 mg/kg/dia.
<> ETOPOSIDE - 40 mg/kg/dia, EV, dia -2 ou,

<> BUSSULFANO + CICLOFOSFAMIDA com IRRADIACAO CORPORAL TOTAL,
dose total de 13,2 Gy hiperfracionado.

ANEMIA APLASTICA (AA):
X BUSSULFANO - 4 mg/kg/dia, VO, no dia —6.

<> CICLOFOSFAMIDA - 50 mg/kg/dia, EV, dia -5 ao -2, dose total de 200 mg/kg/dia.

3.1.7-Protocolo de Profilaxia da Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro
(GVHD):

s CICLOSPORINA - 3 mg/kg/dia, EV, iniciado no dia —1;

<  METOTREXATO - 15 mg/m’ - dia +1 e 10 mg/m’ - dias +3 +6 e +11

3.1.8-Gravidade da Doenca do Enxerto contra o Hospedeiro (GVHD) Aguda.

A graduacdo clinica da doengca do enxerto contra o hospedeiro aguda foi
baseada no estadiamento clinico, onde se levou em consideracdo, a percentagem da
superficie corporal que apresentava envolvimento cutaneo com confirmacao histoldgica, os

niveis sangiiineos de bilirrubinas e o volume didrio de diarréia (PZEPIORKA et al, 1995).
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Baseado entdo neste estadiamento clinico, a graduac@o desta reacdo pode ser
dividida em graus que variam de 0 a IV. O grau zero significa auséncia de GVHD; o grau |
(leve) compreende apenas envolvimento cutaneo, variando de menos do que 25% a 50% de
comprometimento da superficie corpdrea; no grau II (moderado) a alteracdo da pele pode
variar de menos do que 25% até a eritrodermia generalizada, o nivel sérico de bilirrubinas
entre 2 e 3 mg/dl e o volume diarréico até 1.000 ml ao dia; o grau III (grave) compreende o
envolvimento cutaneo de 25% da superficie corporal até a eritrodermia generalizada, niveis
séricos de bilirrubinas entre 3 a 15 mg/dl, e o volume de diarréia de 1.000 ou mais de 1500
ml ao dia; o grau IV representa uma situagdo de extremo risco de vida, onde o
comprometimento cutdneo pode variar de 25% da superficie do corpo até a eritrodermia
generalizada com descamacio e formacdo de bolhas cutaneas, o nivel de bilirrubinas pode
variar de 3 até mais de 15 mg/dl, e o volume didrio de diarréia acima de 1.000 ml, até o

aparecimento de dor abdominal e de ileo paralitico (DULLEY, 1997).

A graduagdo deste tipo de reacdo apresenta interesse tanto para definir a
conduta terapéutica, como para se avaliar as porcentagens de sobrevida e as incidéncias de
infecgdes. A Tabela 3 ilustra a graduacdo e o estadiamento clinico desta reacio (THOMAS

et al, 1975; (PZEPIORKA et al, 1995).
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Tabela 3-Graduacao e estadio clinico da GVHD aguda.

Graduacdo Clinica da GVHD aguda

Pele Figado Intestino
+ Eritema maculopapular Bilirrubina Diarréia
<25% SAC* 2-3mg/dl 500-1000ml/dia
++ Eritema maculopapular Bilirrubina Diarréia
25-50% SAC* 3-6mg/dl 1000-1500ml/dia
+++ Eritrodermia generalizada Bilirrubina Diarréia
6-15mg/dl >1500ml/dia
++++  Descamacio e bolhas Bilirrubina Dor abdominal ou ileo
>15mg/dl paralitico

*SAC  Superficie de drea corpérea

Estadio Clinico da GVHD aguda

Graduacao Estagio Dano Funcional
Pele Figado Intestino

0 (nenhum) 0 0 0

1 (leve) +a++ 0 0 0

II (moderado) +a+++ + + +

III (grave) ++a+++ ++a+++ ++a +++ ++

IV (risco de vida) ++ a ++++ ++ a ++++ ++ a ++++ +++

(THOMAS et al, 1975)

3.2-METODOS

No controle dos pacientes de risco para doenca pelo HCMV, é importante a
utilizacdo de técnicas rdpidas e sensiveis de diagndstico precoce de infeccdo ativa por

HCMV. Neste estudo, foram realizadas as seguintes técnicas:

¢+ Antigenemia para deteccdo e quantificagdo do antigeno pp65 do HCMV, no
sangue periférico;
¢ Reacdo em cadeia da polimerase tipo “Nested”, para detec¢ao de DNA do

HCMYV, no sangue periférico;

¢ Teste sorologico tipo ELISA para detec¢do de anticorpos da classe IgM e

IgG contra o HCMV.
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3.2.1-Antigenemia - Deteccido do Antigeno pp65 do HCMV em Neutroéfilos do

Sangue Periférico.

A deteccdo do antigeno pp65 foi realizada de acordo com o método descrito por
Van der Bij ef al, 1988; Van der Bij et al, 1989; Jiwa ef al, 1989 ¢ Boeckh M, 1992, com

algumas modificagdes:

3.2.1.1-Extracao de Leucdcitos Polimorfonucleares do Sangue Periférico

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo como
anticoagulante EDTA, encaminhadas e processadas no prazo de até 6 horas apds a coleta.
Foram coletados de 5 a 10 ml de sangue. Este material foi transferido para tubos de plastico
de 15 ml (tipo Falcon). Os leucdcitos foram separados pela sedimentagdo com dextran a 5%
diluido em PBS, pH 7.4 (sangue/dextran na propor¢do 4:1); homogeneizado gentilmente
por inversdo e colocado em estante inclinada para tubos em angulo de 45 graus por 30
minutos em estufa a temperatura de 37° C. Usando Pipeta tipo Pasteur, o sobrenadante rico
em leucdcitos polimorfonucleares foi transferido para outro tubo de plastico de 15 ml e
centrifugado 10 minutos a 1200 rpm. A seguir, o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento celular foi agitado no vértex vigorosamente. Para remocdo das células vermelhas
persistentes, o sedimento celular foi suspenso em 10 ml da solucdo de cloreto de amonio
gelado, pH 7.4, homogeneizado e mantido em temperatura de 4° C por 10 minutos, seguido
de centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado novamente e o
sedimento celular foi lavado com PBS e centrifugado 10 minutos a 1200 rpm, mais 2 ou 3
vezes. O sedimento celular foi entdo ressuspendido em 200 pul a 1000 pl de PBS;
dependendo da quantidade de leucdcitos (apés TMO ou CPP, a contagem de células

brancas pode ser muito baixa, sendo necessario a ressuspensiao em 200 pl).

3.2.1.2-Preparacao das Laminas

Os leucocitos foram contados em camara de Neubauer e para cada amostra
preparou-se uma suspensao com 1,5 a 2 x 10° células/ml. 100 pl desta suspensdo foram

colocados no interior do citofunil e em seguida centrifugados em citocentrifuga (Marca
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Revan — modelo Citociclo) por 5 minutos a 970 rpm ; as laminas foram feitas em duplicata.
A seguir, as laminas foram secas, fixadas com Paraformaldeido por 10 minutos, lavadas 3 a
4 vezes com PBS e soro fetal bovino e permeabilizadas com Nonidet P-40 por 5 minutos.
Apo6s nova lavagem, as laminas foram novamente secas, embrulhadas em papel manteiga e

papel aluminio e estocadas a temperatura de - 80° C, até o momento da revelacao.

Apo6s a preparacdo das laminas, o precipitado de leucdcitos remanescente foi

utilizado para o teste da nested PCR.

3.2.1.3-Coloracao das Laminas

As laminas foram desembrulhadas, secas e a drea da reacdo delimitada com
esmalte. O anticorpo monoclonal utilizado foi o CLONAB HCMV do laboratério
BIOTEST AG (Dreieck-W. - Germany), contendo uma combinacdo de anticorpos
monoclonais C-10 e C-11, que reconhecem o antigeno pp65 do HCMV. Apés a secagem do
esmalte, as 1aminas foram rinsadas com PBS e escorridas. A seguir, foram aplicados 35 pl
de monoclonal diluido 1:10 em PBS por drea de reacdo e incubado em camara imida a
temperatura ambiente por 45 minutos. A drea de reacdo a partir deste ponto ndo pode secar.
A seguir, as laminas foram lavadas 3 vezes, 5 minutos cada, com PBS. O conjugado
utilizado foi o anti-mouse (Horse Radish Peroxidase labeled goat anti-mouse IgG) do
laboratério BIOTEST AG. Foi aplicado 35 ul do conjugado “anti-mouse peroxidase”
diluido 1:80 em PBS na area da reacdo. Entdo, as ldminas foram incubadas a temperatura
ambiente em camara umida por 30 minutos e apds, lavadas por 3 vezes com PBS, 5
minutos para cada lavagem. Apds as lavagens, as laminas foram cobertas com a solugdo de
AEC (amino-etil-carbazol - Sigma), recém-preparada (20 mg de AEC dissolvida em 5 ml
de dimetilformamida - Sigma e em 100 ml de tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 4.9) e

adicionado 50 pl de H,O, a 30%. As laminas foram deixadas na solu¢do de AEC, no

escuro, por 8 minutos, a temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas por 10 minutos
com tampao acetato de s6dio 0.1 M, pH 4.9. Finalmente, lavadas 3 vezes com PBS, 1
minuto, 2 minutos, 5 minutos e coradas com hematoxilina de Mayer, marca MERCK, (na
dilui¢do 1:10), por 20 a 30 segundos, rinsadas com &gua destilada até eliminar todo o

corante e montadas com glicerina tamponada.
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3.2.1.4-Leitura e Interpretacao das Laminas

Para a leitura das laminas (Figura 7) foi utilizado um microscépio 6ptico,

marca Nikon, aumento de 40 vezes e foram observadas:

+ Células HCMYV antigeno pp65 positivas: identificadas pela coloragao
marrom caracteristica, nuclear ou perinuclear, principalmente em leucdcitos

polimorfonucleares; ocasionalmente em mondcitos.
s Células HCMYV antigeno pp65 negativas: nicleo azul

Controles positivos foram utilizados em todas as reagdes e consistia de laminas
congeladas de um ou mais pacientes com antigenemia sabidamente positiva ou controles

comerciais (fibroblastos fetais humanos infectados com HCMV).

A Figura 7 ilustra células antigeno-positivas e negativas em uma reagao de

antigenemia para o HCMV.
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Figura 7-Reacido de imunoperoxidase (antigenemia). Células antigeno-positivas pp65 do

HCMYV, identificadas pela coloracdo castanho-avermelhada nuclear ou
perinuclear em leucécitos polimorfonucleares; Células negativas — nicleo azul, Os
leucécitos foram preparados em laminas microscopicas, fixadas com
Paraformaldeido/NP40 e submetidos a coloracdo com imunoperoxidase com a

utilizacao dos anticorpos monoclonais C10/C11.
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3.2.2-Reacio em Cadeia da Polimerase Tipo Nested PCR
3.2.2.1-Extracao de DNA

A extracdo do DNA gendmico de leucdcitos foi realizada a partir do precipitado

de leucécitos extraidos com Dextran 5%, anteriormente descrito.

3.2.2.2-Lise de Leucécitos

O precipitado de leucdcitos foi lisado em solucao de TKM1 (Tris - HCI 10 mM
(pH 7.6); KCI 10 mM; MgCl, 10 mM e EDTA 20 mM), centrifugados por 10 minutos a
2.500 rpm, por duas vezes consecutivas, quando foi adicionado 3 gotas de Nonidet P-40 na
primeira lavagem. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado a solugcdo
de TKM2, 8 ml da solucdo contendo Tris - HC1 10 mM (pH 7.6); NaCl 0,4 M; MgCl, 10
mM; KCI1 10 mM; EDTA 2 mM e 0,025 mM de duodecil sulfato de sédio (SDS) 20%. Em
seguida o material foi incubado por 40 minutos a uma temperatura de 56° C e apds
incubacgao adicionou-se 0,3 ml de NaCl 5 M. O material foi centrifugado por 15 minutos a
6.000 rpm, e ap6s centrifugacao transferiu-se o sobrenadante para outro tubo, descartando o

precipitado de proteinas.

3.2.2.3-Precipitacao do DNA

Depois da transferéncia da fase aquosa para outro tubo, foi realizada a
precipitacdo do dcido nucléico pela adi¢do de acetato de sédio 3M pH 5.3 (10% do volume)

e etanol absoluto gelado (3 vezes o volume).

O DNA foi solubilizado em 4gua destilada, deionizada e estéril e deixado em
banho-maria a 37° C por 8 horas. Sua concentracdo foi estimada pelo espectrofotometro,

através do valor da densidade Otica em comprimento de onda igual a 260 nm

(SAMBROOK et al, 1989).
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3.2.2.4-Amplificacdo Génica do HCMYV pela Reacio em Cadeia da
Polimerase PCR

3.2.2.4.1-Condicoes da Reacao

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase seguiu o método descrito por Saiki et al
(SAIKI et al, 1985; SHIBATA et al, 1988; DEMMLER et al, 1988), com algumas
modificagdes. Cada reacdo de amplificacdo utilizou 0,5 a 1 pg do DNA (obtido pelo
método de extracdo de DNA anteriormente descrito) em volume total de 20 pl, contendo 50
mM de cloreto de potdssio, 10 mM de Tris (pH 8.4), 2,5 mM de cloreto de magnésio, 0,1
mM de cada “primer”, 200 mM da mistura desoxirribunucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP) e 2 unidades de Taqg DNA polimerase.

Foram complementados 30 ciclos de amplificacdo para cada amostra e cada
ciclo foi constituido de 3 etapas: a) separacdo das hélices de DNA por aquecimento a 94° C
durante 1 minuto; b) ligacao complementar entre os “primers” e o DNA em temperatura de
55° C por 1 minuto (anelamento) e ¢) sintese do DNA pela Taq polimerase, em temperatura

de 72° C por 1 minuto (extensao).

Os ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado
(“DNA Thermal Cycler” - Perkin Elmer Cetus, Norwalk, Conn, EUA). As amostras foram
aquecidas 1inicialmente a 94° C por 7 minutos, para inativagdo de qualquer atividade de
proteases que pudesse interferir com a reacao enzimatica e, apds o ultimo ciclo, o periodo

de extensao final (72° C) foi de 7 minutos.

3.2.2.4.2-Iniciadores (“Primers”’) Externos

Foram usados dois iniciadores que flanqueiam uma regido conservada nas

diversas cepas de virus HCMV, ndo amplificando DNA de outros herpes-virus (Tabela 4).
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Tabela 4-Seqiiéncia dos primers externos que flanqueiam uma regido conservada do

genoma do HCMV, utilizados na PCR.

Primers Seqiiéncia (5° > 3’) Localizacio do produto
externos * amplificado no genoma §

MIE 4 CCA AGC GGC CTCTGA TAA CCAAGCC 731-755

MIE 5 CAG CACCATCCTCCT CIT CCTCTIGG 1165-1141

*MIE = Principal antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne) major immediate-early
antigen (MIE) gene, exon 4. (GeneBank HSSMIE4).
§ Expresso como nimero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados seqiiencialmente dentro de cada

gene.

O par de primers denominados primers MIE, amplificam uma seqiiéncia de 435
pares de base do DNA do HCMV que codifica uma por¢do do antigeno “major immediate-
early” (MIE) do HCMV (cepa Towne). A porcdo do gene MIE que é amplificado esta
contido no exon 4 deste gene (DEMMLER, 1988)

3.2.2.4.3-Reamplificacdo do Genoma do HCMYV pela Nested PCR

Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA
amplificado na primeira reag¢do foi reamplificado utilizando um par de “primers” interno

(Tabela 5).

Tabela 5-Seqiiéncia de primers internos que flanqueiam uma regiao conservada do genoma

do HCMYV utilizados na nested PCR.

Primers Seqiiéncia (5° > 3’) Localizacao do produto
internos * amplificado no genoma §

IE1 CCA CCCGTG GTG CcAGCT CC 926-945

IE 2 CCC GCT CCT CCT GAG CAC CC 1087-1067

* ]IE = antigeno imediatamente precoce - Human cytomegalovirus (Towne) immediate-early antigen (IE)
gene, exon 4. (GeneBank HS5MIE4).
§ Expresso como nimero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados seqiiencialmente dentro de cada

gene.
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O par de primers denominados primers IE, amplificam uma seqiiéncia de 159
pares de base do DNA do HCMV que codifica uma porcao do antigeno “immediate-early”
(IE) do HCMV (cepa Towne). A por¢do do gene IE que é amplificado estd contido no exon
4 deste gene. (Stenberg et al, 1984)

As condicdes da reagdo foram as mesmas utilizadas para fazer a primeira reacao

de amplificacdo (PCR).

3.2.2.4.4-Deteccao do Fragmento Amplificado

Ap6s as 2 reagdes de amplificacdo e reamplificacdo, 5 pl do produto da nested
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo brometo de etidio
para visualizagdo do fragmento com luz ultravioleta. Nas amostras positivas foram
observados um fragmento de DNA de 159 pb ao passo que ndo foi observado nenhum

fragmento nas amostras negativas.

Em todos os experimentos realizados, foi utilizado como controle positivo da

reacdo a cepa AD-169 do HCMV e como controle negativo a dgua (Figura 8).

3.2.2.5-Amplificacado Génica de um Fragmento do Gene da Beta-Globina

Humana pela Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo de um fragmento do gene da Beta-Globina (B-Globina) humana
foi utilizada nas amostras estudadas como controle interno da reagdo. O produto obtido de
357 pares de bases indicou principalmente a presenca de DNA nas amostras e que o DNA
extraido era de boa qualidade e que ndo continha substincias inibidoras da reacdo,
garantindo assim, um controle de qualidade do experimento, indispensdvel a seguranca dos

resultados.
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3.2.2.5.1-Condicoes da Reacao

A reacdo em cadeia da polimerase com controle interno da reacdo seguiu o
método descrito por Saiki et al (SAIKI et al, 1985) para PCR simples e o método descrito
por Brainard e al (BRAINARD et al, 1994) para a nested PCR.

3.2.2.5.2-Iniciadores (‘“Primers’’) Externos que Flanqueiam o Gene da

Beta-Globina Humana, para a Primeira Amplificacao.

Foram utilizados dois iniciadores que flanqueiam uma regido constante do gene

da - globina (Tabela 6).

Tabela 6-Seqiiéncia de primers externos que flanqueiam uma regido conservada do gene da

-Globina utilizados na PCR.

Primers Seqiiéncia (5° —» 3’) Localizacdo do produto amplificado
externos * no genoma §
P3 AGA CAG AGA AGA CTCTTG 62336-62353
pPs TCA TTC GTC TGT TTC CCA TTC 62726-62746

Genoma de Homo Sapiens, regidao do complexo gendmico da Globina Beta (HBB@), localizado no brago
curto do cromossomo 11, posicao da banda 15 (GeneBank NG000007).
§ Expresso como nimero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados seqiiencialmente dentro de cada

gene.

O par de primers denominado primers P amplifica uma seqiiéncia de 411 pares

de base do DNA do gene da Globina Beta, na primeira reacdo de PCR.

3.2.2.5.3-Reamplificacio do Genoma da Beta-Globina pela Nested
PCR

Utilizando-se do mesmo método descrito acima, uma aliquota do DNA
amplificado na primeira reacdo foi reamplificado com o par de “primers” internos

(Tabela 7).
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Tabela 7-Seqiiéncia de primers internos que flanqueiam uma regido conservada do gene da

B-Globina utilizados na nested PCR.

Primers Seqiiéncia (5° > 3’) Localizacao do produto
internos* amplificado no genoma §

110 CTG CCT ATT GGT CTATTTT 62379-62702

109 CCCTTCTTC CTA TGA CAT GAA CTT AAC CAT 62676-62702

* Genoma de Homo Sapiens, regido do complexo gendmico da Globina Beta (HBB @), localizado no brago
curto do cromossomo 11, posi¢ao da banda 15. (GeneBank NG000007).
§ Expresso como nimero de nucleotideos. Os nucleotideos sdo numerados seqiiencialmente dentro de cada

gene.

O par de primers denominados primers 110 e 109 amplificam uma seqiiéncia de

357 pares de base do DNA do gene da Globina Beta (Figura 8).

A Figura 8 ilustra os resultados da amplificacdo dos fragmentos do HCMV e

da B-Globina Humana pela Reagdo da nested PCR.
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357 pb gene da Beta-Globina

159 pb HCMV-DNA

Figura 8-Analise direta do fragmento amplificado, apods eletroforese em gel de agarose
2%. Linha 1 — Marcador de peso molecular (Ladder de 100 pb — GIBCO BRL);
Linha 2 — controle positivo (cepa AD169 do HCMYV); Linha 3 — controle
negativo; Linhas 4 e 5 — amostras de DNA de sangue positivas para o gene da
Beta-Globina (controle interno da reacdo) e negativas para o HCMV; Linha 6 —
amostra de DNA de sangue positiva para o gene da Beta-Globina e para o HCMV;
Linha 7 — controle positivo (cepa AD169 do HCMV).

3.2.3-Cuidados Especiais Utilizados para se evitar Contaminacio das Amostras

durante a Reacao da PCR

% As amostras a serem amplificadas foram manipuladas em salas diferentes

(sala pré-PCR) de onde a amplificagao foi feita (sala p6s-PCR);

% Todos os reagentes e materiais pré-PCR e p6s-PCR foram preparados e

utilizados em ambientes diferentes;
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+» Antes da abertura dos tubos de microcentrifuga foi efetuada rapida
centrifugacdo para concentrar o liquido contido no tubo na regiao inferior e

evitar sua dispersao por evaporagao.

¢ Todo material plastico (ponteiras e tubos pldsticos para PCR) utilizado foi

novo e nao autoclavado;

¢ Trocas constantes de luvas foram feitas durante todo o procedimento.

3.24-DETERMINACAO DE ANTICORPOS IgM E IgG ANTI-HCMV
UTILIZANDO O METODO ELISA

Para as reacdes soroldgicas foram coletados 8 ml de sangue em tubo estéril
seco. ApOs a centrifugacio, os soros foram separados, aliquotados e armazenados a -20° C
até sua utilizacdo. A deteccdo de anticorpos das classes IgM e IgG anti-HCMV foi
realizada utilizando kits comerciais das marcas Sorin (Sorin Biomédica Diagnostics,
Saluggia, Itdlia) e Cobas CORE (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), segundo as

especificagdes dos fabricantes.

Na pesquisa de anticorpos IgM anti-HCMV com os kits da Sorin, 100 ul de
amostras de soro diluidas a 1:101, foram adicionadas a cavidade da placa de ELISA,
sensibilizados com anticorpo monoclonal de camundongo IgG anti-IgM humana. Apds
incubacgdo por 1 hora a 37° C, as placas foram lavadas com solucdo salina tamponada com
fosfatos (SST), contendo Tween 20 (TW). A seguir, concentracdes apropriadas de
antigenos de HCMYV e conjugado (anticorpo monoclonal de camundongo IgG anti-HCMV
marcado com peroxidase) foram misturados, e 100 pl dessa solucao foram adicionados as
cavidades e as placas deixadas em repouso por 1 hora a 37° C. As placas foram entdo
lavadas com SST-TW, como ja descrito, e 100 pl do sistema substrato (tetrametilbenzidina-
peroxido de hidrogénio) foram adicionados as cavidades. Trinta minutos apds a adi¢do do
sistema substrato, as reacOes foram bloqueadas adicionando-se as cavidades 200 ul de
acido sulftirico 1N. As absorbancias das reagdes foram lidas a 450, 630nm, utilizando uma
leitora de ELISA (ETI-SYSTEM READER SORIN BIOMEDICA, Itilia). Os célculos

foram realizados automaticamente através de um programa de computacao especifico (ETI-
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SYSTEM SOFTWARE). Todas as reacdes foram realizadas em duplicata e as médias das
densidades Opticas (DO) foram consideradas. Em cada ensaio, soros controles foram
incluidos para o célculo do “cut-off”. Amostras cujas absorbancias foram maiores que o

valor do “cut-off” foram consideradas reagentes.

Para a pesquisa de anticorpos IgG anti-HCMV, 100 pl de amostras de soro
diluidas 1:505 foram adicionadas as cavidades de placas de ELISA revestidas com antigeno
de HCMV. Apds incubacio das placas durante 1 hora a 37° C, as cavidades foram lavadas
e as mesmas foram adicionadas 100 ul de anti-IgG humana marcada com peroxidase. Apos
incubacgdo por 1 hora a 37° C, as cavidades foram lavadas e as mesmas foram adicionados
100 ul do sistema substrato (TMB-H,0,), as rea¢des foram bloqueadas adicionando-se as
cavidades 200 pl de acido sulfdrico 1 N. As absorbancias das rea¢des foram lidas a 450,
630 nm, utilizando uma leitora de ELISA (ETI-SYSTEM READER SORIN BIOMEDICA,
Italia). Os calculos foram realizados automaticamente através de um programa de
computagdo especifico (ETI-SYSTEM SOFTWARE). Todas as reacdes foram realizadas
em duplicata e as médias das densidades Opticas (DO) foram consideradas. Em cada ensaio,
soros controles foram incluidos para o cdlculo do “cut-off”. Amostras cujas absorbancias

foram maiores que o valor do “cut-off” foram consideradas reagentes.

A deteccao de anticorpos IgM e IgG anti-HCMV com o kit Cobas CORE ¢é
totalmente automatizada. Para a pesquisa de anticorpos IgM, as amostras de soros sdo
misturadas com esferas de poliestireno revestidas com anticorpos monoclonais de
camundongo anti-IgM humana. Apds o periodo de incubacdo e lavagem das esferas, os
anticorpos IgM especificos sdo reconhecidos simultaneamente por dois sistemas de
detec¢do, o primeiro composto pelo antigeno de CMV (linhagem AD 169, cultura de
células) e fragmentos F(ab’), de anticorpos IgG de camundongo anti-HCMYV marcados com
peroxidase e o segundo de antigeno recombinante p52 de HCMV (UL44) marcado com
peroxidase. Apds o periodo de incubacdo e lavagem das esferas, as moléculas de enzima
fixadas reagem com o substrato apropriado, sendo a intensidade da cor resultante
proporcional a quantidade de anticorpos IgM anti-HCMV presentes na amostra de soro.
Utilizando um valor de cut-off definido por soros controle, o Cobas CORE calcula

automaticamente os resultados, que sdo expressos como negativos, positivos ou duvidosos.
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Para a pesquisa de anticorpos IgG, as amostras de soro s@o misturadas com esferas de
poliestireno revestidas com antigenos recombinantes de HCMV. Apds o periodo de
incubacdo e lavagem das esferas, os anticorpos IgG especificos sdo reconhecidos por
anticorpos monoclonais de camundongo anti-IgG humana marcados com peroxidase. Apds
o periodo de incubagdo e lavagem das esferas, as moléculas de enzima fixadas reagem com
o substrato apropriado, sendo a intensidade da cor resultante proporcional a quantidade de
anticorpos anti-HCMYV presentes na amostra de soro. Utilizando uma curva de calibragao
apropriada, o Cobas CORE calcula automaticamente os resultados, que sdo expressos como

negativos (<0.5 Ul/ml), duvidosos (0.5 a 0.7 Ul/ml) ou positivos (>0.7 Ul/ml).

3.2.5-Critérios utilizados para Definicao de Infeccio Ativa por HCMV
A presenca de pelo menos um dos itens abaixo foi considerada indicativa de
infeccao ativa por HCMV:

¢ Soroconversdo apds o transplante, com o aparecimento dos anticorpos IgM
e/ou IgG anti-HCMV, detectados por ELISA (infec¢ao primaria);

¢ Aumento significativo dos titulos de anticorpos IgG anti-HCMV
pOs-transplante, comparados com os titulos no pré-transplante, e/ou
aparecimento de IgM anti-HCMV, detectados por ELISA (infeccao
secundaria);

+ Nested PCR - duas ou mais reagdes positivas, consecutivas (EINSELE
et al, 1995);

+ Antigenemia - uma ou mais células antigeno-positivas para HCMV,

detectadas nos leucécitos polimorfonucleares (BOECKH et al, 1999).

3.2.6-Critérios utilizados para Definicao de Doenca por HCMV
Para caracterizacdo de doengca por HCMV, além das evidéncias laboratoriais de
infeccdo ativa citadas acima, fez-se necessdria a presenca de manifestagdes clinicas
compativeis com aquelas sabidamente causadas pelo HCMV (LJUNGMAN &
PLOTKIN, 1995; LJUNGMAN et al, 2002):
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¢ Pneumonia (HCMV-IP) - a presenca de sinais e/ou sintomas de doenga
pulmonar combinado com a detec¢ao do CMV em lavado bronquio-alveolar
ou bidpsia de pulmdo. A deteccdo devera ser realizada por cultura celular,

testes histopatoldgicos, andlise imunohistoquimica ou hibridizacdo in situ.

¢ Doenca Gastrointestinal (HCMV-TGI) - sintomas gastrointestinais (colite,
gastrite ou esofagite) associados com histologia ou imunohistoquimica
positiva para HCMV de bidpsias de lesdes macroscépicas do tracto

gastrointestinal;

«» Hepatite - O virus deverd ser demonstrado em bidpsias hepdticas (por
cultura, imunohistoquimica, hibridiza¢do “in situ” ou PCR) em combinac¢do

com:

- Aumento de pelo menos duas vezes o valor maximo normal de

alanina-amino-transferase (ALT);
- Achados histopatolégicos consistentes com hepatite ou colangite;

¢ Doencas Neurolégicas - Sintomas como encefalite, mielite transversa ou
outros sinais de doenca difusa do sistema nervoso central juntamente com a
deteccio de HCMV em fluido cerebroespinhal por PCR, por cultura ou

deteccdo do antigeno;

¢ Retinite - lesoes oftalmoldgicas tipicas, com ou sem provas viroldgicas,
diagnosticadas pelo exame de fundo de olho, realizado pelo oftalmologista,
com presenga de retinite necrotizante com infiltrado branco algodonoso,

areas de hemorragia e irite e vitrite minima (PANUTTI et al, 1996).

3.2.7-Critérios utilizados “para Definicao de Recorréncia de Infeccao Ativa por

HCMV

¢ Recorréncia da infec¢do ativa pelo HCMV foi definido como infecg¢do
ocorrendo apdés a negativagdo dos testes de AGM e/ou PCR apds o

tratamento do episddio inicial da infecgdo.
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3.2.8-Critérios Utilizados para Definicido de Infeccao Ativa e/ou Doenca Tardia
por HCMV

+¢ Infeccdo ativa e doenca por HCMYV tardia foram definidas como aquelas que

ocorreram mais de 100 dias apds o transplante.

3.2.9-Metodologia Estatistica Utilizada

As proporc¢des de pacientes dentro de cada grupo de caracteristicas e resultados
foram comparadas utilizando o teste de Fisher (“Fisher’s exact test”) e as comparagdes das
varidveis continuas também foram realizadas utilizando o teste de Wilcoxon (“Wilcoxon

rank sum test”).

Os pacientes foram monitorizados até o dia 150 apds o transplante ou até o dia

1.152 para sobrevida global.

Todos os dados foram analisados utilizando estatisticas descritivas (mediana e

médias para varidveis continuas e porcentagens para varidveis categoricas).

A probabilidade de eventos (antigenemia positiva e PCR positivo) e as curvas
de sobrevida foram analisadas utilizando o método de Kaplan-Meier (“estimate of a
survival curve using the Kaplan-Meier method”) (KAPLAN & MEIER, 1958) e os grupos
foram comparados utilizando o teste de log-rank ou Manthel-Haenzel. A andlise de
regressao univariada foi verificada utilizando-se Modelos de Riscos Proporcionais de Cox
(“Cox Proportional Hazards Regression Model”). Os fatores de risco incluidos foram tipo
de enxerto, idade do doador, idade e sexo do receptor, sexo do doador versus receptor,
doenca hematoldgica maligna, profilaxia universal com ganciclovir, sorostatus receptor-
doador e GVHD aguda. Sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e

negativos utilizados foram previamente definidos (ALTMAN, 1991).
O valor de P < 0.05 foi considerado como estatisticamente significante.

As analises estatisticas foram realizadas com o software S-Plus 2000 da

MathSoft, Inc.
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4-RESULTADOS
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4.1-TOTAL DE EXAMES REALIZADOS DURANTE A MONITORIZACAO

Foram realizados neste estudo, 2.565 exames para detec¢do de infeccdo ativa
pelo HCMV, incluindo os exames de nested PCR (1.127), AGM (1.092) e os soroldgicos
I[gM e IgG-HCMYV (346) nos 69 pacientes monitorizados (Tabela 8).

Tabela 8-Total de exames realizados nos pacientes monitorizados (incluindo doadores).

POSITIVOS NEGATIVOS *INDETERMINADOS TOTAL
NESTED PCR 353 (31,3%) 678 (60,1%) 96 (8,5%) 1.127
ANTIGENEMIA 97 (8,9%) 732 (67%) 263 (24%) 1.092
SOROLOGIA 346
TOTAL 450 (20,3%) 1.410 (63,5%) 359/2.219 (16,7%) 2.565

* neste grupo estdo incluidas também as amostras que ndo apresentaram DNA ou niimero de células

suficientes para a realizacdo dos testes de Nested PCR e antigenemia

4.2-CARACTERISTICAS DOS DOADORES INCLUIDOS NO ESTUDO

Foram avaliados 69 doadores (referentes aos receptores incluidos no estudo),
irmaos, HLA idénticos, sendo que 40 foram doadores do sexo masculino (58%) e 29 foram
doadores do sexo feminino (42%). A idade mediana dos doadores foi de 24 anos (variagao
4 a 58 anos). A soropositividade ELISA IgG para o HCMV entre os doadores foi de
81,15%.

Quarenta e cinco (65,2%) foram doadores referentes aos receptores do Grupo
A (grupo de receptores de transplantes de células progenitoras hematopoéticas que
receberam profilaxia universal contra o HCMV), 25 (55,5%) eram do sexo masculino e
20 (44,4%) do sexo feminino. A idade mediana dos doadores relacionados ao Grupo A foi

de 33 anos (variac@o 5 a 58 anos).

Vinte e quatro (34,8%) foram doadores referentes aos receptores do Grupo B
(grupo de receptores de TCPH que nao receberam profilaxia universal contra o HCMV),
15 (62,5%) eram do sexo masculino € 9 (37,5%) eram do sexo feminino. A idade mediana

dos doadores relacionados ao Grupo B foi de 18 anos (varia¢ao 4-58 anos) (Tabela 9).
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Tabela 9-Caracteristicas dos 69 doadores estudados separados pelos grupos de estudo.

Grupo A Grupo B Total p
Nuamero de doadores (%) 45 (65,2) 24 (34,8) 69 (100)
Sexo M/F 25/20 15/9 40/29 NS®
(%! %) (55,5/44,5) (62,5/37,5) (58/42)
Idade em anos - mediana 33 (5-58 anos) 18 (4-58 anos) 24 (4-58 anos) 0,0016(2)
(variacao)
Sorologia-ELISA 41/45 (91,1) 15/24 (62,5) 56/69 (81,15)
IgG - HCMV+ (%) 0,0077%
Sorologia-ELISA 4/45 (8,9) 9/24 (37,5) 13/69 (18,8)

IgG - HCMV - (%)
(1) Qui-Quadrado; (2) Teste de Wilcoxon; (3) Teste de Fisher

Legenda: Sexo M: doadores do sexo masculino; sexo F: doadores do sexo feminino; IgG-HCMYV:
imunoglobulina da classe G contra 0o HCMV; +: doador com IgG positiva contra o HCMV;; -: doador com IgG

negativa contra 0o HCMV.

N

As caracteristicas referentes a idade, sexo e a soropositividade IgG contra o

HCMYV no pré-transplante dos doadores poderdo ser observadas no Grafico 1.
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niumero de doadores

B Grupo

Idade SexoM SexoF IgG+ IgG-

Grafico 1-Caracteristicas dos doadores em relacdo a idade, sexo e a sorologia [gG-HCMV.

Em relagdo aos testes realizados no periodo do pré-transplante, do total de 69
doadores acima mencionados, todos foram avaliados pelos testes soroldgicos (IgM e IgG-
HCMYV por ELISA); 48 doadores foram analisados pela nested PCR, sendo que, 41 também
foram analisados pela antigenemia. Os motivos dos outros doadores ndo terem sido
analisados por estes testes foram por indisponibilidade de coleta das amostras. Todos os
testes analisados nesse grupo de doadores no pré-transplante apresentaram resultados

negativos para infeccio ativa por HCMV (APENDICE B).

4.3-CARACTERISTICAS DOS RECEPTORES INCLUIDOS NO ESTUDO

Participaram do protocolo de monitorizacdo 69 receptores alogénicos de
medula éssea e/ou de células progenitoras periféricas, sendo que 48 foram receptores do

sexo masculino e 21 do sexo feminino. A idade mediana dos receptores foi de 27,8 anos
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(variacdo 2 - 59 anos). Foram estudados dois grupos de pacientes (Tabela 10, 11 e Grafico

2):

* Grupo A (pacientes que receberam profilaxia universal contra o
HCMY): Foram aqueles com doenca hematoldgica maligna (LMC, LMA,
SMD, LLA) e status sorolégico IgG-HCMV positivo no pré-transplante,
com doador soropositivo ou soronegativo (D+/R+; D-/R+) e receptores
soronegativos com doadores soropositivos (D+/R-) (alto risco). Este grupo

foi composto por 45 pacientes.

+ Grupo B (pacientes que nao receberam profilaxia universal contra o
HCMYV): Foram aqueles com doengca hematolégica ndo-maligna no
pré-transplante (AA) ou status sorologico IgG-HCMV: D-/R-. Este grupo foi
composto por 24 pacientes, sendo 13 adultos com doenca hematoldgica
ndo-maligna, 1 com doenca hematolégica maligna e status D-/R-, e dez
criancas (7 com doenga hematoldgica maligna e 3 com anemia apldstica),

nao receberam profilaxia universal, pois ndo seguiram o mesmo protocolo.
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Tabela 10-Caracteristicas dos 69 receptores incluidos no estudo.

Grupo A (%) Grupo B (%) Total P
Nuimero de Receptores 45 (65,2) 24 (34,8) 69 (100)
Sexo M/F 30/15 18/6 48/21

(66,6/33,3) (75/25) (69,6/30,4)  NS©
Idade em anos mediana (variacdo) 31,6 20,9 27,8

(8-59) (2-53) (2-59) 0,001?
Doenca de Base:
Malignas: 45/45 11/24 56
o LMC 33 (73,3) 5(20,8) 38 (55)
o SMD 1(2,2) 0 1(1,49)
. LLA 2 (4,5) 2(8.,3) 4(5,8) 0,001°%%
o LMA 9 (20) 4 (16,7) 13 (18,8)
- Nao-malignas: 0/45 13/24 13
o AA 0 13 (54) 13 (18,8)
Sorologia - ELISA 41 (91,2) 19 (79,2) 60 (87,0)
IgG-HCMV + (%) NS©®
Sorologia -ELISA 4 (8,8) 5(20,8) 9 (13,0)

IgG-HCMV - (%)
(1) Qui-Quadrado; (2) Teste de Wilcoxon; (3) Teste de Fisher; (4) Maligna x ndo maligna

Legenda: Grupo A: receptores que receberam ganciclovir universal; Grupo B: receptores que nao-receberam
ganciclovir universal; M/F: sexo masculino/sexo feminino; IgG: imunoglobulina da classe G do HCMV; +:
receptor com sorologia IgG positiva contra o HCMV; -: receptor com sorologia IgG negativa contra o
HCMV; doengas hematolégicas malignas dos pacientes do estudo: LMC: leucemia mieldide cronica; SMD:
sindrome mielodispldsica; LLA: leucemia linféide aguda; LMA: leucemia mieléide aguda; doenga

hematoldgica ndo-maligna: AA: anemia aplastica.
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Tabela 11-Caracteristicas referentes ao transplante nos Grupos A e B estudados: Status
sorolégico (HCMV) do doador e receptor (D/R), tipo de enxerto realizado e

sexo do doador e receptor.

Status sorologico pré-transplante IgG-HCMYV Grupo A (%) Grupo B (%) Total (%) P*
D/R

. D+/R+ (n, %) 37 (82) 15 (62,5) 52 (75,4)

. D+/R- (n, %) 4 (8,9) 0 4(5,8)

o D-/R+ (n, %) 4 (8,9 4 (16,7) 8(11,6) 0,011
. D-/R- (n, %) 0 5(20,8) 5(7,2)

Tipo de Enxerto:

. MO (n, %) 26 (57.,8) 23 (95,8) 49 (71)

. CPP (n, %) 18 (40) 1(4,2) 19 (27,5) 10,0014
. MO+CPP (n, %) 12,2 0 1(1,4) NA
Sexo D/R:

. FF (n, %) 7 (15.,5) 4 (16,6) 11 (15,9)

. FM (n, %) 13 (28,8) 5(20,8) 18 (26)

. MF (n, %) 8(17,8) 2(8,3) 10 (14,5) NS

. MM (n, %) 17 (37,8) 13 (54,2) 30 (43,5)

*— Teste de Fisher

Legenda: Grupo A: receptores que receberam ganciclovir universal profilatico; Grupo B: receptores que nao-
receberam ganciclovir universal profilatico; IgG: imunoglobulina da classe G do HCMV; R+: receptor com
sorologia IgG positiva contra o0 HCMV; R-: receptor com sorologia IgG negativa contra o HCMV; D+:
doador com sorologia IgG positiva contra o HCMV; D-: doador com sorologia IgG negativa contra o HCMV.
Tipo de enxerto: MO: medula dssea; CPP: célula progenitora periférica. Sexo Doador/Receptor: FF: doador
do sexo feminido com receptor do sexo feminino; FM: doador do sexo feminino com receptor do sexo
masculino; MF: doador do sexo masculino com receptor do sexo feminino; MM: doador do sexo masculino

com receptor do sexo masculino; NA: ndo avaliado; NS: ndo significante.
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nimero de pacientes

60+
59 B Grupo A

OGrupoB [ |

50+
H Total

40-

30

20- 1

10 4 4 55
0 0

D+/R+ D+/R- D-/R+ D-/R-

Sorogrupos

Grifico 2-Status soroldgico em relagdo ao HCMV do doador e receptor (D/R).

4.4-INFECCAO ATIVA PELO CITOMEGALOVIRUS HUMANO

A infec¢do ativa pelo HCMV foi detectada por PCR e/ou AGM em 55/69
pacientes estudados (79,7%); 47/69 pacientes (68,1%), tiveram pelo menos 2 resultados de
PCR positivos consecutivos; 39/69 pacientes (56,5%), tiveram pelo menos 1 célula
antigeno-pp65 positiva. Em 6/69 pacientes (8,7%) a sorologia IgM-HCMYV foi positiva
(ELISA). 12/69 pacientes (17,4%) apresentaram aumentos significativos dos titulos de
anticorpos IgG-HCMYV detectados por ELISA (Tabela 12). O tempo O refere-se ao dia do
transplante.

Entre os 55/69 pacientes com infeccdo ativa, 6/55 (10,9%) apresentaram
doenca por HCMV. Entre os 6 pacientes que tiveram doenca por HCMV, a taxa de 6bito foi
de 33,3% (2/6). Nove pacientes (16,4%) apresentaram GVHD agudo; destes, 4 pertenciam
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ao Grupo A e 5 pertenciam ao Grupo B, sendo que destes 9 pacientes, 2 evoluiram para
doenca por HCMV (destes, 1 6bito por HCMV ocorreu).

Grupo A: 36/45 pacientes deste grupo (80% ) apresentaram infeccao ativa pelo

HCMYV, diagnosticada por PCR e/ou AGM, com uma mediana de

tempo de 54 dias apds o transplante (variagdo 0-145 dias); 31/45

pacientes (68,9%) tiveram pelo menos 2 resultados de PCR positivos

consecutivos, com uma mediana de 54 dias (variacdo 0-145 dias)

ap6s o transplante. 23/45pacientes (51%), tiveram pelo menos 1

célula antigeno-positiva, com uma mediana de 62 dias (varia¢do 17-

131 dias) ap6s o transplante. Em 4/45 pacientes (8,9%), a sorologia

[gM-HCMV foi positiva por ELISA. Em 9/45 pacientes (20%),

houve aumento significativo dos titulos de anticorpos IgG-HCMV.

Entre os 36/45 pacientes com infecgdo ativa pelo HCMV do Grupo A, 2 (5,5%)

apresentaram doenca por HCMV; porém, nenhum 6bito por HCMV ocorreu.

Em 8/45 pacientes (17,7%), s6 a nested PCR fez diagnéstico de infeccdo ativa
pelo HCMV. Em 5/45 pacientes (11,1%), s6 a AGM fez diagnéstico de infecgdo ativa pelo
HCMV. Em 9/45 pacientes (20%), ndo foi diagnosticada infecgdo ativa pelo HCMV por
nenhum dos métodos utilizados e todos permaneceram assintomdticos durante o

seguimento.

Os pacientes do Grupo A receberam profilaxia universal com ganciclovir

(contra o HCMV) com o inicio em média 27 dias apds o transplante.

Grupo B:19/24 pacientes (79,2%) apresentaram infec¢do ativa pelo HCMV,
diagnosticada por PCR e/ou AGM, com uma mediana de tempo de
26 dias (variagdo 0 - 103 dias); 16/24 pacientes (66,7%) tiveram pelo
menos 2 ou mais resultados de PCR positivos consecutivos, com
uma mediana de 24 dias (variacdo 0 - 86 dias); 16/24 pacientes
(66,7%) tiveram pelo menos 1 célula antigeno positiva, com uma
mediana de 34 dias (variacdo 5 -103 dias) apds o transplante. Em

8,3% (2/24 pacientes), a sorologia IgM-HCMV por ELISA foi

Resultados
124



positiva. Em 3/24 pacientes (12,5%) houve aumento significativo dos

titulos de [gG-HCMV.

Entre os 19 pacientes com infec¢do ativa pelo HCMV pertencentes ao Grupo B,
4 (21%) apresentaram doenca pelo HCMV, 2 ébitos ocorreram (50%), tendo como causa

principal doenga disseminada pelo HCMV.

Em 3/24 pacientes (12,5%), s6 a nested PCR fez diagndstico de infecgdo ativa
pelo HCMV. Em 3/24 pacientes (12,5%), s6 a AGM fez diagndstico de infec¢do ativa pelo
HCMYV. Em 5/24 pacientes (20,8%), ndo foi diagnosticada infeccao ativa pelo HCMV por
nenhum dos métodos utilizados e todos permaneceram assintomadticos durante todo o

seguimento.

Onze pacientes do Grupo A e 5 pacientes do Grupo B tiveram infeccio ativa
tardia (100 dias ap6s o transplante). Doenca tardia por HCMV néo ocorreu nestes pacientes

durante todo o periodo de seguimento.

Tabela 12-Resultados dos testes de monitorizac@o laboratorial nos grupos estudados.

GrupoA GrupoB P

Status Sobrevida 150 dias (vivo/morto) 40/5 19/5 NS®
Infecciio ativa por HCMV detectada por PCR e/ou AGM (%) 36/45 19/24 NS®
(80) (79,2)
Infeccao ativa por HCMYV detectada por PCR (%) 31/45 16/24
(68,9) (66,7)
Infecciio ativa por HCMYV detectada por AGM (%) 23/45 16/24 NS®@
(51) (66,7)
IgM-HCMV (%) 4/45(9)  2/24 (8,5 NS®
Aumento dos titulos de IgG-HCMYV (%) 9/45 (20)  3/24 (12,5) NS®
Doenca por HCMV comprovada (%) 2/45 (4,5)  4/24(16,5) NSV
Obito por HCMV (%) 0 2124 (8,5) NS

(1)Teste exato de Fisher; (2) Teste de Wilcoxon
Legenda: PCR - reag@o em cadeia da polimerase; AGM — antigenemia; IgG: imunoglobulina da classe G do

HCMYV; IgM - imunoglobulina da classe M do HCMV.
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45-ANALISE DE INFECCAO ATIVA PELO HCMV PELO STATUS
SOROLOGICO

Cinco pacientes (9%), tiveram infeccoes primarias, sendo 4/36 (11%)
pacientes do Grupo A e 1/19 (5,3%) do Grupo B. As reinfeccoes ou reativacoes
(infecgdes secundarias) ocorreram em 51/55 (92,7 %) pacientes, sendo que 33/45 (73,3%)
das infeccdes secunddrias foram diagnosticadas nos pacientes do Grupo A e 18/24 (75%)

nos pacientes do Grupo B (Tabela 13).

Entre os 55 receptores com infecgdo ativa, 45 eram soropositivos para o HCMV
(81,8%) e receberam o enxerto de doadores também soropositivos (D+/R+). Do Grupo A,
30/36 pacientes (83,3%) eram soropositivos para o HCMV e receberam enxerto de
doadores soropositivos € do Grupo B, 15/19 pacientes (78,9%) eram soropositivos e

receberam enxerto de doadores soropositivos.

Sete receptores eram soropositivos para o HCMV e receberam enxertos de
doadores soronegativos, sendo que 4/45 receptores positivos/doadores negativos eram do

Grupo A (8,9%) e 3/24 (12,5%) do Grupo B.

Cinco receptores eram soronegativos € receberam enxerto de doadores
soropositivos (D+/R-). Quatro deles tiveram infeccao ativa pelo HCMV, detectada por PCR
e/ou AGM, contudo, nenhum evoluiu para doenca por HCMV.

Tabela 13-Incidéncia de infecc¢do ativa pelo HCMV detectada nos receptores estudados,

divididos pelo status soroldgico.

Grupo A Grupo B Total

Taxa de Infecciio Ativa, n (%) 36/45 (80,0) 19/24 (79,2) 55/69 (79,7)
Infec¢io Priméaria: 4/36 (11,00  1/19(5,3) 5/55 (9,0)
D+/R- 4/4 (100) - 4/55 (7,3)
D-/R- - 1/1 (100) 1/4 (25)
Infec¢io Secundéria: 33/45 (73,3)  18/24 (75) 51/55 (92,7)
D+/R+ 30/33(90,9) 15/19(83,3) 45/51 (88,2)
D-/R+ 3/33(9,1) 3/19 (16,7)  6/51 (11,8)

Legenda: D+: doador com sorologia IgG positiva para 0o HCMV; R+: receptor com sorologia IgG positiva
para 0o HCMV; D-: doador com sorologia IgG negativa para o HCMV; R-: receptor com sorologia IgG
negativa para o HCMV.
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Tabela 14-indice de infeccdo ativa, recorréncia apés término do tratamento com
ganciclovir, doenca e 6bito por HCMV e presenca de GVHD, baseados no
status soroldgico IgG-HCMYV do doador (D) e do receptor (R), nos grupos

estudados.
Status Pacientes, Infeccio ativa pelo Recorréncia Doenca Obito por GVHD
IgG-HCMV n (%) HCMYV (PCR+ e/ou da Infeccao por HCMV
AGM+), n (%) ativa HCMV

D+/R+ 37 (82) 29 (78,4) 5/29 (20,7) 2(5,4) 0 3(8,1)
< D+/R- 58,9 4 (75,0) 0/4 (0) 0 0 1 (25,0)
8 D-/R+ 3(6,7) 3 (100) 1/3 (33,3) 0 0 0
% TOTAL 45 (100) 36 (80,0) 6/36 (16,7) 244 0 4 (8,9)

D+/R+ 15 (62,5) 14 (93,3) 4/14 (21,4) 3(20,0) 1(6,7) 5(33,3)
" D-/R+ 4 (16,7) 3(75,0) 1/3 (33,3) 1(25,0) 1(25,0) 0
8 D-/R- 5(20,8) 2 (40,0) 0 0 0 0
?D TOTAL 24 (100) 19 (79,2) 5/19 (26,3) 4 (16,7) 28,3 5(20,8)

Legenda: D+: doador com sorologia IgG positiva para 0 HCMV; R+: receptor com sorologia IgG positiva
para o HCMV; D-: doador com sorologia IgG negativa para 0 HCMV; R-: receptor com sorologia IgG
negativa para o HCMV.

A andlise da Tabela 14 permite observar o indice de infec¢do ativa e doenga
pelo HCMV estratificados pela sorologia do doador (D) e receptor (R). O sorogrupo D+/R+
apresentou infec¢do ativa em 82,7% dos casos, sendo 78,4% dos casos no Grupo A e
93,3% dos casos no Grupo B. Todos os casos de doenca por HCMV comprovada

pertenciam a este sorogrupo.

4.6-TEMPOS DE INICIO DE DETECCAO DE INFECCAO ATIVA PELO HCMV

A comparacdo entre os tempos de inicio de deteccdo de infeccdo ativa pelo
HCMV por AGM e PCR mostrou diferencas significantes entre os Grupos A e B
(Tabela 15).
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Tabela 15-Mediana dos tempos de inicio de detec¢do de infeccdo ativa pelo HCMV por
PCR ou AGM.

Grupo A Grupo B P*

Dia inicio infec¢ao ativa detectada por PCR e/ou AGM - mediana -

dias (variacao) 54 (0-145) 26 (0-103) 0,007
Dia inicio infeccao ativa detectada por PCR - mediana - dias
(variacgio) 54 (0-145) 24 (0-86) 0,004
Dia inicio infeccido ativa detectada por AGM - mediana - dias
(variacgdo) 62 (17-131) 34 (5-103) 0,045

*Teste de Wilcoxon.
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Grafico 3-Resultados dos testes de monitorizacdo laboratorial nos grupos estudados

4.7-COMPARACAO ENTRE PCR E ANTIGENEMIA NO DIAGNOSTICO DA
INFECCAO ATIVA PELO HCMV NOS GRUPOS ESTUDADOS.

Os testes de nested PCR e de antigenemia foram realizados na mesma amostra
obtida desde o dia 0 até o dia 150 apds transplante. O valor preditivo positivo da

antigenemia foi 78,3% e o valor preditivo negativo foi de 40,9% nos pacientes do Grupo
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A e nos pacientes do Grupo B foi 81,2% e 62,5%, respectivamente. A sensibilidade e a
especificidade da antigenemia no Grupo A foi de 58% e 64,3% e no Grupo B, 82,25% e
62,5%, respectivamente, usando a PCR como referéncia padrao (KULKARNI et al, 2001).

As concordancias entre AGM e PCR foram analisadas e divididas em seis
grupos: (a) AGM e PCR ambas negativas; (b) apenas AGM positiva; (c¢) apenas PCR
positiva; (d) AGM positiva precedendo PCR positiva; (e) PCR positiva precedendo AGM
positiva (f) AGM e PCR positivas simultineamente (Tabela 16).

Entre os pacientes do Grupo A, nem PCR e AGM foram detectadas em 9/45
pacientes (20%) durante a monitorizagdo. Esses pacientes ndo receberam terapia com
ganciclovir. Apenas AGM positiva foi detectada em 5/45 pacientes (11,1%). Apenas PCR
positiva foi detectada em 8/45 pacientes (17,8%). AGM positiva precedeu a PCR positiva
em 3/45 pacientes (6,6%). PCR positiva precedendo AGM positiva ocorreu em 9/45
pacientes (20%). AGM e PCR positivas a0 mesmo tempo ocorreram em 7/45 pacientes

(15,5%).

No Grupo B, nem AGM e PCR foram detectadas em 5/24 pacientes (20,8%)
durante a monitorizagdo. Esses pacientes ndo receberam terapia com ganciclovir. Apenas
AGM positiva em 3/24 pacientes (12,5%). Apenas PCR positiva em 3/24 pacientes
(12,3%). AGM tornou-se positiva antes da PCR positiva em 1/24 pacientes (4,16%) e PCR
positiva precedeu a AGM positiva em 9/24 pacientes (37,5%). AGM e PCR foram positivas

ao mesmo tempo em 2/24 pacientes (8,3%).
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Tabela 16-Concordancia entre AGM e PCR nas amostras coletadas dos 69 pacientes

monitorizados.
AGM/PCR Apenas Apenas AGM (+) PCR (+) AGM+ e PCR+
negativas AGM+ PCR+ precede precede simultaneamente
PCR(+) AGM+)
Grupo A 9 (20%) 5(11.1%) 8 (17.8%) 3 (6.6%) 9 (20%) 7 (15.5%)
(n=45)
Grupo B 5 (20.8%) 3 (12.3%) 3 (12.3%) 1(4.16%) 9 (37.5%) 2 (8.3%)
(n=24)
Total 14 (20.3%) 8 (11.6%) 11 (159%) 4(5.8%) 18 (26%) 9 (13%)
(n=69)
p* NS NS NS NS 0,045 NS

(+) — positivo; * Teste exato de Fischer.

4.7.1-Curva de Probabilidade de Deteccao de Infeccao Ativa por HCMYV pela PCR
Versus Antigenemia nos Pacientes do Grupo A.

A comparacdo entre as Curvas de Probabilidade de detec¢do de infeccdo ativa
entre os testes de PCR e AGM no Grupo A mostrou diferenga estatisticamente significante

entre as probabilidades acumuladas de detec¢do de infec¢do ativa pelo HCMV até o final

do seguimento (Grafico 4, p = 0,04).
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Grafico 4-Curvas de Probabilidade acumulada de ocorréncia de Infec¢do Ativa pelo

HCMYV detectada pelo teste de PCR versus Antigenemia (Grupo A).

4.7.2-Curva de Probabilidade de Deteccao de Infeccao Ativa por HCMYV pela PCR
Versus Antigenemia nos Pacientes do Grupo B.

A comparacdo entre as Curvas de Probabilidade de detec¢do de infeccdo ativa
por HCMV entre os testes de PCR e Antigenemia no Grupo B ndo mostrou diferenca
estatisticamente significante entre as probabilidades acumuladas de detec¢do de infeccdo

ativa pelo HCMV até o final do seguimento (Grafico 5, p = 0,56).
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Grifico 5-Curvas de Probabilidade acumulada de ocorréncia de infecgdo ativa pelo HCMV

detectada pelos testes de PCR versus Antigenemia (Grupo B).

4.7.3-Curva de Probabilidade de Deteccio de Infeccao Ativa pelo HCMV nos

Grupos Estudados Utilizando a PCR como Teste Diagndstico.

A comparacio das Curvas de Probabilidade de infec¢do ativa nos Grupos A e
B pelo teste de PCR nao mostrou diferencas estatisticamente significantes entre as
probabilidades acumuladas de deteccdo de infeccdo ativa pelo HCMV até o final do

seguimento (Grafico 6, P = 0.47).
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Grifico 6-Curvas de Probabilidade acumulada de ocorréncia de infeccdo ativa por HCMV

detectada pelo teste de PCR nos Grupos A e B estudados.

4.7.4-Curva de Probabilidade de Deteccio de Infeccao Ativa pelo HCMV nos

Grupos Estudados Utilizando a AGM como Teste Diagnéstico.

A comparagdo das Curvas de Probabilidade dos pacientes do Grupo A e B e a
detec¢do da Infeccdo Ativa pelo Teste de AGM nao mostrou diferengas estatisticamente
significantes entre as probabilidades acumuladas de deteccao de infeccao ativa pelo HCMV

por AGM nos dois grupos estudados até o final do seguimento (Grafico 7, P = 0,09).
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Grifico 7-Curvas de Probabilidade acumulada de ocorréncia de infecgdo ativa pelo teste de

AGM nos Grupos A e B estudados.

4.8-COMPARACAO ENTRE “GVHD” AGUDA E INFECCAO ATIVA PELO
HCMV

Ocorreram ao longo do estudo, 9 casos de GVHD aguda e todos apresentavam
Infeccdo Ativa pelo HCMV. A Tabela 17 apresenta uma comparagdo entre a presenca de

infeccdo ativa por HCMV nos pacientes estudados e a ocorréncia de GVHD.

A andlise (Teste Exato de Fischer) entre Infeccdo ativa e GVHD agudo, nao

mostrou diferengas estatisticamente significantes em nenhum dos grupos de estudo.
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Tabela 17-Casos de GVHD aguda em relacdo a infeccdo ativa pelo HCMV nos Grupos

estudados.
Infeccio ativa (+) Infeccio ativa (-) Total p
GVHD agudo (+) 9 0 9
=
E GVHD agudo (-) 46 14 60 0,1872%
(=3
g Total 55 14 69
&}
Infeccio ativa (+) Infeccio ativa (-) Total p
GVHD agudo (+) 4 0 4
« GVHD agudo () 32 9 41 0,5687"
(=
g Total 36 9 45
&}
Infeccio ativa (+) Infeccio ativa (-) Total p
GVHD agudo (+) 5 0 5
« GVHD agudo () 14 5 19 0,544
(=3
? Total 19 5 24
&}
(U_ Teste de Fisher

4.9-INCIDENCIA DE DOENCA PELO HCMV

Nos pacientes do Grupo A, o aparecimento de doenca pelo HCMV foi

observado em 2 dos 36 pacientes com infeccdo ativa apds o transplante. Esses 2 pacientes

desenvolveram doenga gastrointestinal, comprovada por bidpsia.

A média do tempo de aparecimento de doengca por HCMV foi de 57 dias,

variando de 33 a 81 dias. Nenhum paciente deste grupo foi a 6bito por doenca pelo HCMV.

Nos pacientes do Grupo B, o aparecimento de doenca por HCMV foi
observado em 4 dos 19 pacientes com infeccdo ativa estudados. Desses, um teve
retinopatia, o outro teve HCMV no TGI e outros dois foram a o6bito por HCMV

disseminado.

A média do tempo de aparecimento de doenca por HCMV foi de 60,2 dias,

variando de 5 a 89 dias.
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A Tabela 18 demonstra os o6rgdos acometidos com doenca por HCMV
apresentados pelos 6 pacientes. Também documenta o inicio dos sintomas em relacdo ao
primeiro dia de positividade por cada método utilizado na monitorizagdo dos pacientes em

relacdo a infec¢do ativa pelo HCMV.

Tabela 18-Pacientes que apresentaram doenga comprovada, em dias apds o transplante e

resultados laboratoriais.

Tempo apés o transplante (dias)

n Status Doencade Tipode Grupo Doenca Inicio dos PCR+ AGM+ IgM+ Aum.

D/R Base Enxerto HCMV Sintomas (n.cel.+) IgG
6 +/+ LMC MO A TGI 81 44 55(@3) 98 -
7 ++ AA MO B CR 40 0 68 (26) - -
14 ++ SMD CPP A TGI 33 33 33 (5) 82 -
32*%  +/+ AA MO B TGI 46 12 29 (50) 58 -
34 -+ AA MO B TGI 89 5 67 (50) - 113
69*  +/+ AA MO B PI 66 49 56 (52) - -

Legenda: D/R — doador/receptor; MO — medula 6ssea; CPP — células progenitoras periferias; n.cel. nimero
de células positivas por antigenemia; TGI — trato gastrintestinal; CR - coriorretinite; PI — pneumonite
intersticial; PCR+ - reacdo em cadeia da polimerase positiva; AGM+ - antigenemia positiva; IgM+ -
imunoglobulina da classe M do HCMV positiva; Aum. de IgG — aumento significativo dos titulos de
Imunoglobulinas da classe G durante o seguimento; * - pacientes com GVHD agudo e que foram a 6bito por

HCMYV disseminado.

Todos os pacientes tiveram doenca por HCMV comprovada por bidpsia e/ou
necropsia. Os pacientes 6, 14, 32 e 34 apresentaram doenga por HCMV na regido gastrica.
O paciente 7 apresentou coriorretinite. Os pacientes 34 e 69 foram a 6bito por HCMV

disseminado (Apéndice D).

Nos pacientes com doenga pelo HCMV, os achados clinicos e laboratoriais

foram os seguintes:

1) Paciente 6 / LBM/ viva: Portadora de LMC iniciou a profilaxia universal
com ganciclovir no dia +40 (11 doses de 400 mg cada). A partir do dia +81
comecou a apresentar febre e foi feita suspeita clinica de doenca pelo

HCMYV. No dia +88 apresentava inapeténcia, epigastralgia e mantinha o
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2)

quadro febril, sendo entdo submetida a endoscopia digestiva alta (EDA) no
dia +89, tendo como resultado gastrite e duodenite endoscopica
enantematosa, sugerindo infeccdo especifica pelo HCMV ou quadro de
GVHD. Durante o exame foram retirados fragmentos de tecido para a
realizacdo de bidpsias, cujo laudo comprovou infeccdo pelo HCMV na
regido pilorica. Iniciou-se entdo, o tratamento com ganciclovir no dia +90,
por 21 dias (42 doses de 300 mg cada), seguido por 14 doses de manutengao.
A antigenemia e a PCR tornaram-se ambas positivas no dia +55 e +44,
respectivamente, 46 dias antes da confirmacdo diagndstica por bidpsia.
Apresentou IgM positiva a partir do dia +98. A PCR e antigenemia
permaneceram positivas por um longo periodo e a negativacao ocorreu com
a evolucdo do tratamento, sendo que a PCR permaneceu positiva por um
periodo maior que a antigenemia. A gastrite pelo HCMV regrediu com o
tratamento antiviral, porém, o paciente desenvolveu coriorretinite pelo

HCMV.

Paciente 7/EFN/vivo: Portador de anemia apléstica grave, nao recebeu
profilaxia universal com ganciclovir, apresentou sintomas de HCMV
ocular desde o dia +40 pds-transplante. A PCR apresentou-se positiva desde
o pré-transplante e durante todo o seguimento. A AGM neste paciente foi
positiva desde o dia +68 pos-transplante. O paciente ndo recebeu tratamento
precoce devido a seu estado clinico e no dia +304 pds-transplante, foi
diagnosticado HCMV ocular, iniciando o tratamento com ganciclovir (42
doses de 250 mg cada) + 12 doses de manuten¢do. Nao apresentou IgM

positiva.

3) Paciente 14/KGB/viva: Portadora de Sindrome Mielodisplésica, a paciente

iniciou profilaxia universal com ganciclovir a partir do dia +24 (31 doses
de 220 mg cada). Evoluiu com PCR e AGM positivas, ambas iniciadas dia
+33 e sintomatologia gastrica no mesmo dia. Foi realizada EDA no dia +33
e a mesma demonstrou esofagite erosiva e gastrite especificas. Iniciado
tratamento para doengca pelo HCMV no dia +60 seguido por doses de

manutengdo. Nos exames de controle manteve PCR positiva. No dia +96
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realizou outra EDA que demonstrou gastrite especifica. No dia +98 foi entdo
submetida ao tratamento de doenga pelo HCMV por 21 dias (42 doses de
220 mg cada) seguida das doses de manutenc¢do até dia +147. No dia +153 a
PCR persistiu positiva, mas a sintomatologia evoluiu bem sem

intercorréncias. Apresentou IgM positiva a partir do dia +82.

4) Paciente 26/BCSD/viva: Portadora de anemia apléstica grave, portanto, nao
recebeu profilaxia universal com ganciclovir. Comegcou a apresentar
vOmitos e epigastralgia no dia +46, mantendo este quadro até o dia +51,
onde foi realizada EDA e foram colhidos 3 fragmentos de lesdo géstrica e
enviados para bidpsia. No dia +58, comecou a apresentar também diarréia, e
devido a suspeita de infeccdo pelo HCMYV, iniciou-se o tratamento com
ganciclovir (42 doses de 360 mg cada). Biépsia: confirmou o diagnéstico:
gastrite cronica de antro em atividade com inclusdes virais citomegélicas.
Foi mantido o tratamento por 21 dias, seguido de 12 doses de manutencao.
A paciente apresentou melhora do quadro, porém, voltou a apresentar
infec¢do ativa pelo HCMV no dia +130, sendo tratada por 7 dias com
ganciclovir (14 doses de 360 mg cada) + 9 doses de manutencdo. A
antigenemia e a PCR tornaram-se positivas 41 e 34 dias antes do
aparecimento dos sintomas, respectivamente e a negativacdo destes exames
ocorreu apds o tratamento; a paciente apresentou IgM positiva a partir do dia

+58 e durante o periodo da doenca.

5) Paciente 28/AVSS/6bito: Portadora de anemia aplastica grave, nao recebeu
profilaxia universal com ganciclovir. Apresentava AGM positiva dia +67
e +75. A PCR positivou-se a partir do dia +47. A partir do dia +89
apresentou neutropenia. Evoluiu com epigastralgia e febre. Internada no dia
+99. EDA realizado dia +102 revelou pangastrite erosiva. Evoluiu com
necrose gastrica, submetida a gastrectomia e esplenectomia. Foi realizada
reexploragdo cirtirgica no 3°. PO devido a deiscéncia da anastomose.
Evoluiu com choque séptico e ébito no dia +110. Iniciado tratamento para

doenca pelo HCMYV no dia +106 devido ao resultado de HCMV positivo na
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bidpsia gastrica (12 doses de 350mg cada). A paciente nao apresentou IgM

positiva.

6) Paciente 69/JCST/ébito: Paciente portadora de anemia apldstica grave, nao
recebeu profilaxia universal com ganciclovir, apresentou no dia +49 PCR
e dia +56 AGM positivas. A partir do dia +66 foi internada com dor
abdominal intensa e diarréia ha um dia. Ao exame fisico de entrada: REG,
descorada+, eupnéica, aciandtica, afebril, anictérica. Abdome flacido,
indolor a palpacdo, RHA presentes. Rotina de abdome agudo: discreta
distencdo de algcas sem nivel liquido. No dia +68 evoluiu com confusdo
mental e ficou desorientada. Ultra-som abdominal mostrou imagem
hipoecogénica no figado, contornos irregulares, homogénea, medindo 3,0 x
1,8 cm, compativel com lesdo focal hepdtica. Auséncia de ascite.
Tomografia computadorizada de abdome mostrou lesdo focal hepatica —
etiologia infecciosa ndo pode ser descartada. No dia +69, apresentou
melhora do estado geral e de consciéncia. Abdome: RHA presentes, sem
visceromegalias. Iniciado tratamento com ganciclovir. No dia +70 pds-
transplante, apresentou-se com sangramentos em locais de puncdo venosa e
pelo tubo oro-traqueal. Lesdes papulares pelo corpo e couro cabeludo. A
noite evoluiu para O&bito. Necrépsia: Pulmoes: alvéolos e bronquios
preenchidos quase que totalmente por substincia eosinofilica acelular.
Presenca de inumeras células alveolares aumentadas de tamanho com
inclusdes nucleares circundadas por halo claro e multiplas inclusdes
citoplasmaéticas basofilicas. Auséncia de infiltrado inflamatério neutrofilico.
Compativel com pneumonia pelo HCMV. Glandula submandibular:
apresentando  inclusdo  citomegdlica. =~ CAUSA DO  OBITO:
Citomegalovirose em pulmio e glandula submandibular. Hepatite e

esofagite atribuidas ao Herpes simples. [gM-HCMYV nio foi detectado.
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4.9.1-Curva de Probabilidade de Doenca por HCMYV nos Grupos Estudados.

A comparacao das curvas de probabilidade de doenca por HCMV nos Grupos A
e B ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes entre as probabilidades

acumuladas de doenga nos grupos estudados até o final do seguimento (P=0.086) (Grafico

8).
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Gréfico 8-Curva de Probabilidade acumulada de ocorréncia de doenca pelo HCMV nos

Grupos estudados.

4.10-CAUSA DOS OBITOS OCORRIDOS DURANTE O SEGUIMENTO DOS
PACIENTES ESTUDADOS.

A Tabela 19 demonstra a causa dos 6bitos ocorridos durante o tempo de

seguimento (até 150 dias apds o transplante).
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Tabela 19-Causa dos 6bitos ocorridos durante o tempo de seguimento.

Paciente Grupo data ébito SOBREVIDA CAUSA DO OBITO
(dias pos-
transplante)
12 B 12/02/99 8 RECIDIVA DA DOENCA
17 B 03/04/99 51 GVHDa
24 A 16/07/99 50 INFECCAO BACTERIANA
34 B 06/12/99 109 choque séptico, necrose e perfuraciao
gastrica por HCMV

39 A 30/11/99 61 RECIDIVA DA DOENCA
42 A 15/03/00 149 PROGRESSAO DA DOENCA
55 A 23/08/00 125 GVHDa
59 B 01/10/00 115 INFECCAO BACTERIANA
64 A 17/01/01 104 GVHDa
69 B 01/02/00 70 HCMYV em pulmao e glandula

submandibular

Legenda: GVHDa - doenca do enxerto versus hospedeiro aguda.

4.11-CURVAS DE SOBREVIDA

A comparagdo entre as Curvas de Sobrevida dos pacientes do Grupo A e do

Grupo B ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante entre as probabilidades

acumuladas de sobrevida nos dois grupos, até o final do seguimento (Grafico 9, p = 0,27).
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Griafico 9-Curva de Sobrevida até 150 dias pos-transplante dos pacientes referentes ao

Grupo A e Grupo B estudados.

A sobrevida Global dos pacientes foi calculada tendo como base até 1.152 dias
ap6s o transplante, como mostra o Grafico 10 e ndo apresentou diferengas estatisticamente

significantes entre o Grupo A e Grupo B (P = 0,68).
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Grafico 10-Curva de Sobrevida Global (até 1.152 dias apés o transplante) dos pacientes

referentes ao Grupo A e Grupo B estudados.

4.12-FATORES DE RISCO PARA INFECCAO ATIVA PELO HCMV NOS
GRUPOS ESTUDADOS.

Na andlise univariada realizada pelos Modelos de Cox (“Cox Porportional

Hazards Models”), nenhum fator de risco testado foi estatisticamente significativo (tipo de

enxerto, idade do doador, sexo doador-receptor, utilizagdo de profilaxia universal, status

sorolégico) para infeccao ativa (PCR+ e/ou AGM+) nos pacientes do Grupo A. No Grupo

B, os fatores de risco (sexo do receptor, idade do receptor e idade do doador, tiveram um
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valor estatisticamente significativo (P = 0,047; 0,027 e 0,017, respectivamente). Para
antigenemia, no Grupo B, os fatores de risco idade do receptor, idade do doador e doenca
maligna, tiveram um valor significativo (P = 0,0087; 0,0055 e 0,025, respectivamente). A
andlise multivariada n3o mostrou significancia para nenhuma das varidveis analisadas

(Apéndice F).

4.13-FATORES DE RISCO PARA DOENCA PELO HCMV

Na andlise univariada realizada pelos Modelos de Cox (“Cox Porportional
Hazards Models”), nenhum fator de risco testado foi estatisticamente significativo (tipo de
enxerto, idade do doador, sexo doador-receptor, utilizagdo de profilaxia universal, status
sorolégico) para doenca pelo HCMV nos grupos estudados. A andlise multivariada nao

mostrou significancia para nenhuma das varidveis analisadas.

4.14-MEDIDAS DE ACURACIA PARA OS TESTES DE NESTED PCR,
ANTIGENEMIA, IgM-HCMV E AUMENTO DOS TITULOS DE IgG-HCMV
NO DIAGNOSTICO DA INFECCAO ATIVA E DOENCA POR HCMYV.

Foram realizados célculos de medidas de acuricia para a detec¢do da infeccdo
ativa por HCMYV nos grupos estudados, utilizando a PCR como referéncia padrdo (Tabelas

20 a27).
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Tabela 20-Comparacdo entre PCR e AGM em relacdo a infec¢ao ativa por HCMV nos

grupos estudados.

PCR (+) PCR (-) TOTAL
E TAGM® 31 8 39
S AGMO() 16 14 30
§ TOTAL 47 22 69
PCR (+) PCR (-) TOTAL
AGM (+) 18 5 23
< AGM() 13 9 22
§ TOTAL 31 14 45
PCR (+) PCR (-) TOTAL
AGM (+) 13 3 16
‘g AGM () 3 5 8
g TOTAL 16 8 24

Tabela 21-Indices obtidos pelo teste de antigenemia em relacio a infecciio ativa por

HCMYV nos Grupos estudados.

Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia

Grupo Total 66% 63,7% 79,5% 46,7% 65%
Grupo A 58% 64,3% 78,3  40,9% 60%
Grupo B 81,3% 62,5% 81,3% 62,5% 75%
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Tabela 22-Comparacio entre PCR, AGM, IgM e aumento de titulos de IgG em relagdo a
doenca por HCMV no Grupo Total.

DOENCA (+) DOENCA () TOTAL
PCR (+) 6 41 47
PCR (-) 0 22 22
TOTAL 6 63 69
AGM (+) 6 33 39
j AGM (-) 0 30 30
S TOTAL 6 63 69
S IeM (+) 2 4 6
E IgM (-) 0 30 30
S TOTAL 2 34 36
AUM. IgG (+) 1 1 12
AUM. IgG (-) 5 52 57
TOTAL 6 63 69

Tabela 23-indices obtidos pelos testes diagndsticos em relagio 2 doenca por HCMV no

Grupo Total estudado.

Doenca por HCMYV - Grupo Total

Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia
PCR 100% 34,9% 12,7% 100% 40,6%
AGM 100% 47,6% 15,3% 100% 52,2%
IgM 33% 93% 33% 93,6% 88,4%
Aum. IgG 16,6% 82,5% 8,3% 91,2% 76,8%
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Tabela 24-Comparacio entre PCR, AGM, IgM e aumento de titulos de IgG em relagdo a

doenca por HCMV no Grupo A.

DOENCA (+) DOENCA (-) TOTAL
PCR (+) 2 29 31
PCR (-) 0 14 14
TOTAL 2 43 45
AGM (+) 2 21 23
AGM (-) 0 2 2
TOTAL 2 43 45

< IgM®+) 1 3 4

§. IeM () 1 40 41

5  TOTAL 2 43 45
AUM. IgG (+) 0 9 9
AUM. IgG (-) 2 34 36
TOTAL 2 43 45

Tabela 25-indices obtidos pelos testes diagndsticos em relacio a doenca por HCMV em

receptores do Grupo A.

Doenca por HCMYV - Grupo A

Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia
PCR 100% 32,55% 6,4% 100% 35,5%
AGM 100% 51,2% 8,7% 100% 53,3%
IgM 50% 93% 25% 97,5% 91%
Aum. IgG 0% 79% 0% 94,4% 75,5%
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Tabela 26-Comparacdo entre PCR, AGM, IgM e aumento de titulo de IgG em relacdo a

doenca por HCMV no Grupo B.

DOENCA (+) DOENCA (-) TOTAL

PCR (+) 4 12 16
PCR (-) 0 8 8
TOTAL 4 20 24
AGM (+) 4 12 16
AGM (-) 0 8 8
TOTAL 4 20 24

B IgM(+) 1 1 2
§- IeM () 3 19 2
5  TOTAL 4 20 24
AUM. IgG (+) 1 2 3
AUM. IgG (-) 3 18 21
TOTAL 4 20 24

Tabela 27-Indices obtidos pelos testes diagndsticos em relacio a doenca por HCMV em

receptores do Grupo B.

Doenca por HCMYV - Grupo B

Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia
PCR 100% 40% 25% 100% 50%
AGM 100% 40% 25% 100% 50%
IgM 25% 95% 50% 86,3% 83%
Aum. IgG 25% 90% 33% 85,7% 79%

4.15-AVALIACAO DO TESTE DE ANTIGENEMIA NO DIAGNOSTICO DA
INFECCAO ATIVA PELO HCMYV NOS PACIENTES ESTUDADOS.

Os resultados dos testes de antigenemia positivas dos 39 pacientes do Grupo

Total estudado, estdo representados no Grafico 11, de acordo com a quantidade de células

positivas encontradas:




5% 4% 12%

17%

Relacao entre o nivel de antigenemia e ¢
presenca de manifestacoes clinicas
Quantidade de células positivas/

(n = ndmero de amostras) -
Presenca de manifestagdes clinicas

[@1-2 (n=13) - 0 (0) m3-4 (n=14) - 0 (0)

[05-9 (n=23) - 0 (0) E10-12 (n=8) - 0 (0)

W 13-20 (n=14) - 1 (7,14%) [121-42 (n=5) - 0 (0)
m43-99 (n=11) - 3 (27,3%) B 100-199 (n=5) - 1 (20%)

B 200-500 (n=4) - 1 (25%)

Grafico 11-Variacdo entre a quantidade de células positivas reveladas pelo teste de

antigenemia no Grupo Total estudado.
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4.16-AVALIACAO DA PERFORMANCE DA ANTIGENEMIA CONSIDERANDO
INFECCAO ATIVA, VALORES ACIMA DE 10 CELULAS POSITIVAS.

Observamos que 23% dos pacientes que apresentaram antigenemia acima de
10 células positivas desenvolveram doengca pelo HCMV e 43 dos 63 pacientes com
antigenemia persistentemente negativa (abaixo de 10 células positivas), ndo desenvolveram

doenca pelo HCMV durante o periodo pds-transplante estudado (150 dias) (Tabela 28).

Tabela 28-Avaliacdo do nimero de células-positivas em relacdo a doenga por HCMV nos

pacientes estudados do Grupo Total.

Grupo Total
Doenca (+) Doenca (-) Total p*
AGM 2 10 células positivas (*) 6 20 26
AGM < 10 células positivas (negativa) 0 43 43 0,0019"
Total 6 63 69

* Teste de Fisher

NOTA: Avaliagdo feita até 150 dias ap6s o transplante
(*) Neutrdfilos positivos em 300.000 contados

Se considerarmos antigenemia acima de 10 células: Sensibilidade: 100%; Especificidade: 68,2%; VPP:

23%; VPN: 100%; Acuracia: 71% em relagdo do diagndstico da doenga por HCMV.
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O Citomegalovirus Humano (HCMV) ¢ membro da familia dos virus
Herpesviridae e t€m em comum as propriedades bioldgicas de laténcia e reativacao. Cerca
de 1% de todos os recém-nascidos tém infec¢do congénita pelo HCMV e o aumento da
soroprevaléncia ocorre nos primeiros cinco anos de vida (NICHOLS & BOECKH, 2000).
Na adolescéncia, cerca de 80% - 100% dos individuos nos paises em desenvolvimento
terdo anticorpos anti-HCMV detectdveis. No entanto, a incidéncia média nos Estados
Unidos e oeste da Europa é de aproximadamente 50 -60% (NELSON & DEMMLER,
1997). A grande maioria das infec¢des primdrias passa desapercebida. Apds a infeccdo, o
virus permanece em laténcia nas células endoteliais € mononucleares do sangue periférico
do hospedeiro e € controlado pela imunovigilancia mediada por células. Em pacientes
portadores de AIDS e nos imunossuprimidos devido a transplantes de células
hematopoéticas primordiais e de 6rgaos sélidos, a infeccdo pelo HCMV é uma causa
importante de complicagdo infecciosa, aumentando a morbidade e mortalidade nesses

grupos de risco (NICHOLS & BOECKH, 2000; REUSSER, 1996).

Com o aumento crescente de pacientes imunossuprimidos, especialmente
aqueles associados a transplantes de 6rgdos e de células progenitoras hematopoéticas, a
infeccdo pelo HCMV tornou-se mais comum. O desenvolvimento de métodos laboratoriais
de diagndstico rapido e precoce da infeccdo ativa pelo HCMV tem tido um papel
importante na prevencdo e monitorizagdo do tratamento da doenca pelo HCMV,
especialmente em receptores de transplantes. Recentes avancos tém sido realizados com o

desenvolvimento dessas metodologias (REUSSER, 2002).

A terapia especifica contra a doenca pelo HCMV ji estabelecida,
freqiientemente se torna pouco efetiva se instituida tardiamente. Por este motivo,
investigadores tém se esforcado no sentido de desenvolverem estratégias de prevencdo da
doenca. A primeira estratégia de prevencdo, chamada profilaxia universal, trata todos os
pacientes de risco para doenga pelo HCMV de acordo com o “status sorolégico”
pré-transplante do receptor e do doador, administrando ganciclovir a partir da “pega” do
enxerto. A segunda estratégia, conhecida como terapia precoce ou “preemptive therapy”,
administra a terapia antiviral somente se alguma evidéncia laboratorial de replicacdo viral

ativa aparecer. Esta estratégia beneficia os pacientes que possuem um risco real de
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desenvolver doenca pelo HCMV, enquanto minimiza os custos e a toxicidade da aplicagao

da profilaxia universal (NICHOLS & BOECKH, 2000).

De acordo com as recomendacdes do CDC (Recomendations of CDC, 2001),
os servicos de transplantes devem escolher um ou mais dos seguintes métodos de
diagndstico para determinar a necessidade de tratamento precoce: (1) detec¢do do antigeno
pp65 do HCMYV nos leucdcitos (antigenemia) (BOECKH, 1996a; BOECKH, 1996b); (2)
deteccao do DNA do HCMV pelo uso de PCR (EINSELE et al, 1995); (3) isolamento do
virus a partir de urina, saliva, sangue ou lavado bronco-alveolar pelo uso de cultura rdpida
(shell-vial) ou (4) cultura cldssica. Servicos sem acesso aos testes de PCR ou antigenemia
deverdo utilizar profilaxia universal ao invés de terapia precoce para a prevengao da doenca

pelo HCMV (GOODRICH et al, 1993).

O método de antigenemia para diagnéstico precoce de infeccdo ativa pelo
HCMYV utiliza anticorpos monoclonais para detectar a proteina pp65 do HCMV em
leucécitos periféricos. O antigeno pp65 estd localizado principalmente no nucleo dos
neutréfilos. Pacientes com doenca avancada ou disseminada podem ainda ter o antigeno
pp65 detectado nas células endoteliais circulantes (GERNA, 1998). O método da
antigenemia ndo é padronizado universalmente e diferentes laboratérios podem utilizar
metodologias diversificadas (THE et al, 1995). A detec¢do 6tima de antigenos do HCMV
pelo método da antigenemia é dependente da andlise de uma boa preparagdo leucocitéria
(BALDANTI, 1998). Os resultados geralmente sdo expressos como o nimero de leucdcitos
pp65-positivos por 100.000 ou 200.000 leucécitos contados. Esse método pode ser
realizado em aproximadamente 6 horas, mas isso requer tempo exaustivo na realizacido do
método e na interpretagdo dos resultados. A maior limitacdo de muitos laboratérios € o fato
de que ha uma diminuicdo da quantificacdo da antigenemia apds estocagem das amostras

de sangue que necessitam de processamento dentro de até seis horas apds a coleta

(BOECHK, 1998).

Acreditamos que o desempenho da antigenemia € melhor com a utilizagdo da
fixacdo das células com formaldeido do que acetona (GERNA et al, 1992; BOECKH
et al, 1994; THE, 1995). Portanto, padronizamos o teste de antigenemia com esse tipo de

fixacdo. Utilizamos também na padronizagdo, o anticorpo monoclonal conjugado a
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peroxidase e ndo a fluoresceina, que, de acordo com alguns autores, tornaria a leitura das
laminas mais discriminatéria (REVELO et al, 1989; GERNA et al, 1992; EHRNST et al,
1993; BOECKH et al, 1994). Outras desvantagens de se usar o anticorpo monoclonal
conjugado a fluoresceina, seriam: 1) torna a leitura das laminas mais cansativa; 2)
necessidade de microscopio de fluorescéncia; 3) a camada de leucdcitos corada com
hematoxilina nao pode ser visualizada, quando hé suspeita de perda de parte dos leucocitos

durante a citocentrifugacdo (THE et al, 1995).

Ha uma forte correlagdo entre antigenemia, infeccdo ativa e niveis de deteccao
de HCMV-DNA em pacientes imunossuprimidos em monitorizacdo de infec¢des pelo
HCMV e na avaliacdo da eficdcia da terapia antiviral (BALDANTI, 1998). Estudos
mostram que a antigenemia € mais sensivel do que os métodos de cultura e ainda é tdo ou
pouco menos sensivel que a PCR na deteccdo da infeccdo ativa pelo HCMV (BOECKH,
1998). A antigenemia pode detectar infecc@o ativa de 7 a 14 dias antes do inicio da doenga
pelo HCMV (BOECKH, 1992; THE et al, 1992). A quantificacdo da antigenemia pode ser
utilizada para prever doenca pelo HCMV. Embora o limite significante para prever doenca
pelo HCMYV seja diferente entre os grupos de pacientes estudados, em todo grupo de
pacientes um alto nivel de antigenemia tem um alto valor preditivo. Porém, baixos niveis
de antigenemia podem progredir rapidamente e causar doenga, principalmente em

receptores de medula dssea ou células progenitoras. (BOECKH, 1998).

A reacdo em cadeia da polimerase foi primeiramente utilizada por Saiki e
colaboradores, em 1985 (SAIKI, 1985), e atualmente tem sido muito utilizada no
diagndstico de varias doengas infecciosas. Em 1988, Demmler e Shibata foram os que
inicialmente utilizaram a PCR no diagnéstico da infeccdo ativa pelo HCMV. Eles
demonstraram que a PCR simples seguida de hibridizacao com sondas especificas era mais
sensivel do que a cultura viral cldssica para a deteccio do HCMV (DEMMLER &
SHIBATA, 1988).

No Brasil, o primeiro estudo que utilizou a PCR na identificacdo da infeccao
ativa pelo HCMV foi o trabalho de COSTA et al, 1999, utilizando a PCR simples seguida
de hibridizacio especifica em amostras de urina de 37 pacientes transplantados renais. Os

resultados foram comparados com testes soroldgicos (ELISA e Imunofluorescéncia) e
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mostraram que 32/37 pacientes (86,48%) apresentaram evidéncias de infeccdo ativa pelo
HCMYV; destes, 16 (43,2%) apresentaram manifestacdes clinicas sugestivas de provavel
doenca pelo HCMV. Este estudo confirma a relevancia da infec¢do ativa pelo HCMV apds

o transplante renal.

A amplificacdo dos acidos nucléicos por métodos de PCR tem se tornado o
método mais amplamente utilizado no diagndstico precoce de infeccdes virais. Ha
diferentes versdes dos métodos de PCR utilizados em diversos laboratérios. A nested PCR,
utilizada neste estudo, é uma técnica de PCR dupla, desenvolvida para alcancar resultados
mais rdpidos quando comparada a PCR simples seguida de hibridizacdo
(PORTEN-JORDAN et al, 1990; XU et al, 1993; BRAINARD, 1994; FOX et al, 1995;
EHRNST, 1996; YUEN et al, 1995). Neste caso, a detec¢do do fragmento amplificado
ocorreu por visualizagdo direta; as vantagens deste procedimento sdo dbvias tanto do ponto
de vista de rapidez e praticidade, quanto do ponto de vista econdmico. A deteccdo do
fragmento amplificado (amplicon) da-se pela visualizacdo direta em gel de agarose sob luz
ultravioleta (BRAINARD, 1994; XU et al, 1993; PORTER-JORDAN, 1990, FOX, 1995,
EHRNST, 1996).

Em relacdo a literatura, inimeros trabalhos tém demonstrado a eficdcia do
tratamento profildtico em transplantados de medula 6ssea na prevenc¢do de doenca pelo

HCMV (HUMAR et al, 2001; MACHADO, 2000; MANDANAS, 1996).

Quatro estudos duplo-cegos com controle-placebo para a prevencao da doenga
pelo HCMV em transplantados alogénicos de células progenitoras hematopoéticas tiveram
inicio em 1991. Os primeiros dois estudos usaram uma estratégia de terapia precoce com
ganciclovir apds a “pega” do enxerto guiada pela positivacdo da cultura viral (SCHMIDT
et al, 1991; GOODRICH et al, 1991). Os outros dois estudos utilizaram a estratégia de
profilaxia universal, por meio de ganciclovir que foi administrado em pacientes
soropositivos para HCMV antes do transplante (GOODRICH et al, 1993; WINSTON
et al, 1993). Estes quatro estudos concluiram que (1) ganciclovir reduz a incidéncia da
doenca pelo HCMV quando utilizado profildticamente e precocemente; (2) o principal
efeito téxico do ganciclovir € a neutropenia; (3) uma estratégia precoce baseada na cultura

viral positiva € menos efetiva do que a profilaxia universal na prevencao da doenga pelo
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HCMYV, com 13-29% versus 3%, respectivamente, de risco dos pacientes desenvolverem
doenca pelo HCMV; (4) terapia profildtica universal significa tratamento extra em muitos

pacientes que ndo desenvolverdo doenca pelo HCMV.

Em populacdes com alta soroprevaléncia para o HCMV, onde a manutencdo de
estoques adequados de produtos soronegativos e o uso de sangue filtrado é muito caro, o
uso da profilaxia universal com ganciclovir tem sido utilizada na maioria dos pacientes com
sorologia positiva e neoplasias malignas. Tendo como base o fato do Brasil apresentar
epidemiologia desfavordvel para o HCMV, a decisdo institucional de usar ganciclovir
universal como modalidade terapéutica foi tomada quando a monitorizagao laboratorial de
infeccdo ativa pelo HCMV ainda ndo estava disponivel. Em 1998, quando estes testes
foram implantados em nossa Institui¢do, optou-se por manter a profilaxia universal para
avaliar sua eficdcia, e os dados disponiveis na época ainda nao eram conclusivos em
relacdo ao tratamento “pré-emptivo”, o que resultou neste trabalho, que foi pioneiro em
realizar monitorizagdo laboratorial de infec¢do ativa pelo HCMV em pacientes que
receberam profilaxia universal. Os resultados aqui apresentados resumem nossa experiéncia
usando estas estratégias, no contexto financeiro de um pais em desenvolvimento, onde a
maioria dos pacientes e doadores sio CMV-soropositivos e, portanto apresentando um alto

risco de infec¢do pelo HCMV.

Todos os pacientes tiveram acesso aos mesmos recursos laboratoriais de
diagndstico precoce de infec¢do ativa pelo HCMV: a nested PCR e a antigenemia em
neutréfilos do sangue periférico. Utilizamos também, a deteccdo de anticorpos anti-HCMV
(IgM e IgG por ELISA) na determinacdo do status sorolégico pré-transplante dos doadores
e receptores monitorizados, bem como no acompanhamento mensal dos receptores durante
o periodo de 150 dias ap6s o transplante. O aparecimento de [gM-HCMYV e o aumento de
quatro vezes ou mais dos titulos iniciais de IgG-HCMV foram critérios indicativos de
infeccao ativa pelo HCMV, porém, neste estudo ndo foram utilizados com a finalidade de

diagndstico, apenas como comparagdo com 0s outros métodos diagndsticos.

Utilizamos como critério de positividade para infeccdo ativa pelo HCMV a
deteccdo de 1 ou mais células antigeno-positivas pp65 por antigenemia e/ou a ocorréncia de

2 ou mais reacdes de nested PCR positivas consecutivas no sangue. Com estes critérios,
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terapia precoce com ganciclovir foi administrada nesses pacientes com infec¢do ativa

documentada laboratorialmente.

A alta incidéncia de infeccdo ativa detectada por AGM e/ou N-PCR em nossos
pacientes foi compardvel a outros trabalhos previamente publicados (CHAKRABARTI
et al, 2002; YAKUSHIJI et al, 2002; MACHADO et al, 2000). Embora a proporcdo de
doadores e receptores HCMV - soronegativos seja pequena, quase todos os testes positivos
ocorreram em pacientes HCMV - soropositivos em ambos os grupos estudados. Em
concordancia com estudos anteriores (CHAKRABARTI et al, 2002; STOCCHI et al,
1999), a deteccdo do inicio da infec¢do ativa foi atrasada no grupo que utilizou profilaxia
universal em comparacdo ao grupo pre-emptivo (p=0,007). Isso pode refletir a interferéncia
do ganciclovir na recuperagdo natural das células T HCMV - especificas, o que é esperado
ocorrer entre os dias 40 e 90 poés-transplante. Também uso prolongado do ganciclovir induz
a um atraso na recuperagao dessa resposta e contribui para o aparecimento da doenga tardia.
A reativagdo da infeccao pelo HCMV apés o transplante é um poderoso estimulo para o
desenvolvimento da resposta celular T - especifica ao HCMYV, e a introduciao da terapia

com ganciclovir pode abortar esta resposta (BOECKH et al, 1997; LI et al, 1994).

A monitorizacdo laboratorial indicou precocemente, todos os pacientes que
desenvolveram doenga pelo HCMV. Mesmo fazendo terapia preventiva, a incidéncia global
da doenca pelo HCMYV foi de 8,7%, o que € compardvel com relatos da literatura, onde
indices de incidéncia variam de 0 a 16% (BOECKH et al, 1996; MACHADO et al, 2001;
MORI et al, 2000; HEBART et al, 1996; MANTEIGA et al, 1998).

Embora nossos grupos de estudo ndo tenham sido randomizados, eles
apresentaram duas populagdes com alta porcentagem de soropositividade ao HCMV em
adultos e criancas. Nao houve nenhuma diferenca significante entre as taxas de infec¢do
ativa pelo HCMV entre os dois grupos. Doenca pelo HCMV também nao foi diferente
estatisticamente, embora no grupo pré-emptivo, houve uma alta taxa de pacientes afetados,
todos com anemia aplastica, com 2 6bitos por disseminacdo da doenga pelo HCMV, que de

acordo com o protocolo Institucional, ndo recebem profilaxia universal.
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O intervalo de tempo de detec¢ao de infeccdo ativa por PCR e/ou AGM e o
aparecimento dos sintomas de doenga pelo HCMYV, mostrou que a positivacdo destes testes

antecedeu o diagnoéstico de doenga pelo HCMV na maioria dos casos.

A probabilidade acumulada de adoecimento pelo HCMV até 150 dias apds o
transplante foi de 4,5% nos pacientes do Grupo A e de 17,3% no Grupo B. Estes
resultados mostram uma tendéncia a menor incidéncia de doenca no Grupo A, embora a

comparacdo dos grupos ndo tenha alcangado resultados estatisticamente significantes.

A deteccdo de infeccao ativa pela PCR ou pela antigenemia, que sdo métodos
sensiveis para o diagndstico de infeccdo ativa pelo HCMV, apresentaram neste trabalho,
baixos valores preditivos positivos para doenga pelo HCMV, compardvel a outro trabalho
brasileiro (CAMARGO et al, 2001). Os valores preditivos positivos para doenca pelo
HCMV podem ser aumentados quando valores especificos de cut-off nos teste de
antigenemia forem utilizados e para os testes de PCR, outros materiais além do sangue
total, tais como plasma ou soro, forem usados e principalmente a utilizacio da PCR

quantitativa (EINSELE et al, 1999).

Sintomas clinicos de doenca pelo HCMV ocorreram em somente 6 dos 55
pacientes (10,9%) que tiveram episddios de infeccdo ativa pelo HCMV. No Grupo A, os
sintomas clinicos estiveram presentes em 2 dos 36 pacientes (5,55%) que apresentaram
episddios de infeccdo ativa pelo HCMV. No Grupo B, os sintomas clinicos estiveram
presentes em 4 dos 19 pacientes (21%) que apresentaram episodios de infec¢do ativa pelo

HCMV.

Fatores de risco conhecidos para doenca pelo HCMV, tais como o
aparecimento da infeccdo ativa, tipo de enxerto e GVHD aguda (ZAIA, 1999), também
estavam presentes em nossos pacientes. Todos os pacientes com doenca pelo HCMV
tiveram ao menos um desses fatores de risco. Nenhum outro fator de risco pode ser
identificado. O 6rgdo mais comum afetado pelo HCMV foi o trato gastrintestinal, como

descrito por outro autor (ZAIA, 1999).

A sobrevida global foi a mesma em ambos os grupos estudados até o dia 1.152
apos transplante. Isso poderia indicar que nio houve superioridade entre profilaxia

universal e terapia pre-emptiva em relacdo ao CMV. Resultados similares foram
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observados em pacientes com sorologia mais favordvel, em doadores nao-relacionados e
também em doadores relacionados, sugerindo que a terapia pré-emptiva tem o mesmo

impacto que a profilaxia universal (BOECKH, 1996; STOCCHI, 1999).

Em nossa casuistica ndo observamos a ocorréncia de doenga tardia pelo HCMV
(ap6s 100 dias de transplante) e ndo houve nenhuma toxicidade atribuida ao ganciclovir,
exceto neutropenia, que foi reversivel, e todos os pacientes que precisaram interromper o
tratamento, puderam reinicia-lo apds a neutropenia ser resolvida. Isso sugere que a
neutropenia ndo € uma complicagdo que possa ser associada a profilaxia quando utilizada
em baixas doses. A eficidcia do ganciclovir profildtico pode ser aumentada com a
administracdo concomitante de fator estimulador de colonia (GSF) (WINSTON et al,

1993). Esta estratégia foi adotada para os pacientes de nossa casuistica.

Dos doadores estudados, 56 (81,15%) apresentaram IgG-HCMV positivo por
ELISA no pré-transplante, indicando uma taxa de positividade compativel com 0 nosso
meio. Os receptores apresentaram uma positividade IgG-HCMV no pré-transplante de
85,5%, também demonstrando uma alta prevaléncia de anticorpos IgG-HCMV. Estes dados
sdo compativeis com os dados da literatura brasileira (SUASSUNA et al, 1995; COSTA
et al, 1999; CAMARGO et al, 1996; AQUINO & FIGUEIREDO, 2001;
MUSSI-PINHATA et al, 1998), que demonstraram uma alta prevaléncia de infec¢@o pelo
HCMYV. Observamos que a combinacdo de doador com sorologia IgG-HCMV negativa
com receptor com sorologia IgG-HCMV negativa (D-/R-) ndo foi freqiiente (8,7% no
Grupo Total).

A presenca da imunoglobulina da classe IgM do HCMV foi encontrada em
somente 8,7% do Grupo Total de pacientes (4 pacientes do Grupo A e 2 pacientes do Grupo
B). A positividade da IgM anti-HCMV pode estar relacionada a infec¢do aguda priméria
ou a reativacdo de uma infeccdo latente ou ainda a reinfec¢cdo. Aumentos significativos de
titulos de IgG anti-HCMV (= quatro vezes os titulos iniciais) foram observados em 12
pacientes (17,5%). Nove pacientes com aumento de IgG-HCMYV pertenciam ao Grupo A e

3 ao Grupo B.
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No sorogrupo D+/R- (maior risco de desenvolver doenca pelo HCMYV),
composto por 4/69 pacientes (5,8%), trés pacientes deste grupo tiveram infeccio primaria,

porém nenhum deles evoluiu para doenga pelo HCMV.

Em nosso estudo, os testes de AGM e N-PCR foram igualmente efetivos no
diagndstico da infeccdo ativa pelo HCMV e doenca. Hebart e colaboradores compararam
PCR no soro e plasma e AGM no sangue total e mostrou que estas técnicas eram
igualmente adequadas na detec¢do da infecg¢do ativa e no controle da eficdcia da terapia
antiviral em pacientes transplantados de medula (HEBART et al, 1996). Sangue total é
superior ao plasma na detec¢do da infec¢do ativa pelo método de PCR, e que leucécitos de
sangue periférico e células mononucleares sdao equivalentes (RAZONABLE et al, 2002).
Virias técnicas estdo atualmente disponiveis para a deteccdo precoce do HCMYV, incluindo
PCR quantitativo (GOR et al, 1998), deteccio do RNAm (GERNA et al, 2000) e métodos
de captura hibrida (HEBART et al, 2001). Estas técnicas ainda nao estdo adequadamente
testadas ou totalmente disponiveis (LJUNGMAN, 2002).

Atualmente, o real-time PCR, um método quantitativo inicialmente descrito por
HEID et al, em 1996, oferece muitas vantagens sobre a PCR convencional: primeiramente,
tempo rdpido de resultado devido a remocdo da necessidade do processamento de
pos-amplificacdo; em segundo lugar, a reducdo do risco de contaminacao porque as reagdes
sdo realizadas em um tubo simples que permanece lacrado; terceiro, hd significante
economia de reagentes com o uso de pequenas quantidades de volume de reagentes e
finalmente, hd a oportunidade de quantificar com a introdugdo de sondas de hibridizagao
(NITSCHE, 1999; ESPY, 2000; NICOLL, 2001; HEID ef al, 1996). A real-time PCR
tem sido desenvolvida para combinar amplificacio com quantificacio do produto
amplificado (NICOLL, 2001; MACHIDA et al, 2000; GRISCELLI ef al, 2001; MORI
et al, 2002).

Observamos que muitas amostras apresentaram células insuficientes para a
realizacdo dos testes de antigenemia e PCR (sem DNA), principalmente no periodo
imediatamente apds o transplante, ou, antes da “pega” do enxerto, onde a contagem de
células € muito baixa, porém, isto ndo interferiu nos resultados finais, e neste periodo a

incidéncia de infecgdo ativa pelo HCMYV ¢ baixa.
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Com este trabalho, utilizando técnicas sensiveis e precoces (SHIBATA et al,
1988; DEMMLER et al, 1988; EINSELE et al, 2000; VAN DER BlJ et al, 1988;
HALWACHS et al, 1993; PANNUTI et al, 1996), pudemos identificar os pacientes com
risco de desenvolver doengca pelo HCMV, evitando possiveis riscos com o tratamento
profildtico universal e custos desnecessarios. A partir de nossas conclusdes, o protocolo de
prevencdo da infecgdo ativa e doenca pelo HCMV com ganciclovir universal em baixas
doses da UNICAMP passard a ndo ser mais realizado, pois com a implantacio da
monitorizagdo laboratorial pudemos indicar o tratamento pré-emptivo. A profilaxia
universal com ganciclovir em baixas doses utilizada nos pacientes do Grupo A pareceu
apenas atrasar e nao reduzir a ocorréncia da infec¢ao ativa. Porém, dentre os pacientes que
receberam profilaxia, apenas dois evoluiram para doenga pelo HCMV a qual ndo foi grave.
O tratamento da infeccdo ativa com ganciclovir também se mostrou eficiente, tendo
ocorrido a negativacdo dos testes apds sua utilizacdo. Tivemos dois 6bitos pelo HCMYV,
tendo sido o tratamento iniciado tardiamente. No presente trabalho, o tempo de
monitorizagdo laboratorial apds o transplante incluiu o periodo de aparecimento de doenca
tardia (ap6s os 100 dias de transplante), porém, este tempo poderd ser estendido,
principalmente em pacientes com risco maior de desenvolver essa patologia (ex. aqueles

com GVHD aguda e cronica).

Infec¢do ativa tardia pelo HCMV ocorreu em onze pacientes do grupo com
profilaxia universal e em cinco pacientes do grupo pré-emptivo. A realizacdo de um longo
periodo de monitorizagdo para HCMV (apds 100 dias de transplante) tem sido descrito em
poucos estudos (MACHADO et al, 2001; RAZONABLE et al, 2002). Desde que a
infeccdo ativa tardia predispde o paciente a doenca tardia pelo HCMYV, seria interessante
monitorizar pacientes com alto risco de desenvolver doenca tardia, como aqueles com
GVHD aguda e cronica (PEGGS et al, 2000) por um periodo mais extenso, como em nosso
trabalho apds o transplante. Dependendo do risco dos pacientes, a incidéncia de doenca
tardia pode ser maior que 18% em pacientes transplantados trés meses apds o transplante
(BOECKH et al, 2003). A terapia pré-emptiva tem a vantagem de minimizar a ocorréncia
de doenga tardia (HUMAR et al, 2001). Embora em nosso estudo tenha ocorrido infec¢io

ativa tardia, a doenga tardia por CMV nao foi observada.
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No Brasil, onde existe uma epidemiologia desfavordvel para o HCMV
(COSTA et al, 1999) e muitos pacientes dependem de instituicdes publicas de satde (EID
et al, 2002), o uso da N-PCR (SHIBATA et al, 1988; DEMMLER et al, 1988; EINSELE
et al, 2000) e/ou da AGM (VAN DER BIJ et al, 1988; HALWACHS et al, 1993;
PANNUTI et al, 1996), técnicas sensiveis e de baixo custo para a detec¢do precoce da
infeccao ativa pelo HCMV, podem adequadamente guiar a terapia pré-emptiva. Isso pode
permitir tratamento precoce antes do desenvolvimento de doenca clinica significante,
evitando a toxicidade relacionada ao uso de antivirais e ao alto custo da profilaxia antiviral

universal.
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conclusoes:

Diante dos resultados apresentados no presente estudo, obtivemos as seguintes

X/
L X4

X/
L X4

Padronizou-se e implantou-se e a técnica da antigenemia na deteccdo da

infeccdo ativa pelo HCMV em pacientes submetidos a TCPH;

Monitorizou-se, prospectivamente, pacientes submetidos a TCPH em relacao
a infecgdo ativa e doenca por HCMV utilizando as técnicas de antigenemia,
PCR dupla e pesquisa de anticorpos especificos IgM e IgG por ELISA,
contra o HCMV;

O teste de PCR nao se mostrou mais precoce na deteccao da Infec¢dao Ativa
por HCMV do que a antigenemia nos pacientes do Grupo A (54 e 62 dias,
respectivamente, P=NS); contudo, a probabilidade de deteccdo de Infeccao

Ativa por PCR foi de 71,3% e por antigenemia foi de 53%, P= 0,04.

O teste de PCR mostrou-se mais precoce do que antigenemia na detecc¢do
da Infeccdo Ativa por HCMV nos pacientes do Grupo B (24 e 34 dias,
respectivamente, P=0,03). A probabilidade de detec¢do de Infec¢do Ativa
por PCR foi de 67,2% e por antigenemia foi de 66,7 %, P=NS.

A profilaxia universal com ganciclovir em baixas doses nido se mostrou
efetiva na redugcdo da probabilidade de deteccdo de infeccdo ativa pelo
HCMV pelo teste de antigenemia até 150 dias apds o transplante. A
probabilidade de detec¢do de infeccdo ativa pelo HCMV no Grupo A foi de
53% e no Grupo B de 66,7 %, P=NS.

A profilaxia universal com ganciclovir em baixas doses nido se mostrou
efetiva na redugcdo da probabilidade de deteccdo de infeccdo ativa pelo
HCMV por PCR até 150 dias apds o transplante. A probabilidade de
detec¢do de infeccdo ativa pelo HCMV foi de 71,3% nos pacientes do
Grupo A e 67,2% nos pacientes do Grupo B, P=NS.

A profilaxia universal com ganciclovir em baixas doses ndo se mostrou
efetiva na redugdo da probabilidade de doenca HCMV até 150 dias apds o
transplante. A probabilidade de doenca pelo HCMV foi de 4,5% nos
pacientes do Grupo A e 17,3% nos pacientes do Grupo B, P=NS.
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e A profilaxia universal com ganciclovir nao reduziu a freqiiéncia de detec¢ao
da infeccdo ativa pelo HCMV pelos testes de AGM e/ou PCR nos Grupos
AeB (80% e 79,7%, respectivamente, P=NS), contudo, pudemos observar
que houve um retardo na detec¢ao da infec¢ao ativa por PCR e/ou AGM nos
pacientes do Grupo A em compara¢do aos do Grupo B (54 e 26 dias,

respectivamente, P=0,007).

e A profilaxia universal com ganciclovir ndo teve impacto sobre a sobrevida
dos pacientes até 150 dias de seguimento apds o transplante. A
probabilidade acumulada de sobrevida no Grupo A foi de 88,9% e no
Grupo B foi de 79,2%, P=NS.

e A profilaxia universal com ganciclovir ndo teve impacto sobre a sobrevida
dos pacientes até 1.152 dias de seguimento apdés o transplante. A
probabilidade acumulada de sobrevida no Grupo A foi de 77,5% e no

Grupo B foi de 74,8 %, P=NS.

e Com a introdu¢do de métodos de diagndstico precoce de deteccao da
infeccdo ativa pelo HCMV, como o propiciado pela antigenemia e/ou pela
PCR dupla na rotina de vigilancia viral para o HCMV, pudemos identificar
precocemente os pacientes com maior risco de desenvolver doenca por
HCMYV apés o transplante, favorecendo o emprego de terapia antiviral

especifica, somente nesses casos.
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ANEXO A-APROVACAO DESTE PROTOCOLO DE PESQUISA PELO COMITE
DE ETICA DA FCM/UNICAMP.

BR Caixa Postal 6111
13083-970 Campinas-S.P.
® 0XX 19 7888936

fax 0 XX 19 7888925
uUNICAMP B cep@head. fcm. unicamp.br

] FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
ﬂ” COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER: N° 085/99

P. DE PESQUISA: ESTUDO COMPARATIVO ENTRE ANTIGENEMIA, NESTED PCR E
SOROLOGIA (ELISA), NO DIAGNOSTICO E MONITORIZACAO DA INFECGCAO POR
CITOMEGALOVIRUS EM TRANSPLANTADOS DE MEDULA OSSEA

PESQUISADOR: Sandra Helena Alves Bonon

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
ap6s acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das ResolugBes 196/96 ¢ 251/97, bem como ter aprovado o8
termos do Consentimento Livre e Esclarecido, assim/ como todos os anexos incluidos na Pesquisa,
resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pes  supracitado.

Em agosto/1999

Prof. Dr. FORTUN,
PRESIDENTE do

ONIO BADAN PALHARES
T§ DE ETICA EM PESQUISA
/ UNICAMP

Anexo
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APENDICE A-CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu, aceito

colaborar com um estudo que estd sendo realizado na Universidade Estadual de Campinas, para a
pesquisa do Citomegalovirus Humano. Para isso, sei que colherdo uma amostra de sangue (4-8
ml) para a realizacdo da pesquisa.

Estou ciente que poderei desistir de participar deste estudo a qualquer hora, e que isto em nada ird
prejudicar o meu tratamento.

Qualquer esclarecimento, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa -

FCM/UNICAMP pelo telefone (019) 3788-7232.

Campinas, de de
Paciente:
(responsével)
Médico:
Apéndices
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APENDICE B-CARACTERISTICAS DOS DOADORES RELACIONADOS AO ESTUDO E RESULTADOS DOS TESTES DE
SOROLOGIA IGM/IGG - HCMV, ANTIGENEMIA E PCR DUPLA REALIZADOS NO PRE-TRANSPLANTE.

o RN AN AW N =D

N N DN e e e e e e e e el
N = S 0 R NN AW DN =D

INICIAIS
R.CS.A

SM.A
C.H.T.
V.S.R.
M.D.Q.
J.D.M.
LE.N.
ASLIL
V.HM.
C.D.F.
N.D.C
R.C.

A RFM.
A R.B.
M.E.S.
M.C.S.C.
G.R.
JAF.
S.L.K.C.
APG.
R.V.S.
B.S.

SEXO
F

EEnmEEEE0mEmm MM

35
21
17
30
35
58
17
5
14
20
19
58
4
24
20
17
20
57
15
20
23
38

IgM-CMV PRE-  IgG-CMV PRE-
IDADE TRANSPLANTE TRANSPLANTE
NR R
NR R
NR R
NR R
NR R
NR R
NR R
NR R
NR NR
NR R
NR R
NR R
NR NR
NR R
NR R
NR R
NR R
NR R
NR NR
NR R
NR NR
NR R

PCR 1
NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NF
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NF
NEGATIVO
NF
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NF
NF
NEGATIVO

DATA PCR1

24/07/1998
30/07/1998
06/08/1998
13/08/1998
31/08/1998
NF
10/09/1998
17/09/1998
22/10/1998
29/10/1998
NF
19/11/1998
NF
28/01/1999
28/01/1999
08/02/1999
11/02/1999
18/02/1999
08/03/1999
NF
NF
14/05/1999

AGM 1
NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO

NF

NF

NF

NF
NEGATIVO

NF
NEGATIVO

NF

NF

NF

DATA AGM 1

24/07/1998
30/07/1998
06/08/1998
13/08/1998
31/08/1998

NF
10/09/1998
17/09/1998
22/10/1998
29/10/1998

NF
19/11/1998

NF

NF

NF

NF
11/02/1999

NF
08/03/1999

NF

NF

NF



n
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

INICIAIS
E.B.S.

W.M.
M.B.
J.R.P.
C.P.
F.B.
K.S.B.
M.F.M.R.
P.M.
S.L.S.
AR.
JLASS.
C.M.R.
AS.P.
E.S.M.
N.ER.P.
G.AM.
D.CS.F.

R.B.

SEXO
F

OO e I D R R - - A - - <

IDADE TRANSPLANTE TRANSPLANTE

33
29
6
14
58
18
24
40
39
37
56
18
19
10
8
9
12
16
34
11
43
30
13
38

IgM-CMV PRE-

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

IgG-CMV PRE-

~A A A A A A XA A

PCR 1
NEGATIVO

NF

NF
NEGATIVO

NF

NF
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO
NEGATIVO

NF

NF

NF
NEGATIVO

NF

NF

DATA PCR 1

20/05/1999

NF

NF
08/06/1999

NF

NF
24/06/1999
08/07/1999

NF
05/08/1999
12/08/1999
19/08/1999
26/08/1999
02/09/1999
09/09/1999

NF
30/09/1999
07/10/1999

NF

NF

NF
11/11/1999

NF

NF

AGM 1
NEGATIVO

NF

NF
NEGATIVO

NF

NF
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO

NF
NEGATIVO
NEGATIVO

NF

NF

NF
NEGATIVO

NF

NF

DATA AGM 1

20/05/1999

NF

NF
08/06/1999

NF

NF
24/06/1999
08/07/1999

NF
05/08/1999
12/08/1999
19/08/1999
26/08/1999

NF
09/09/1999

NF
30/09/1999
07/10/1999

NF

NF

NF
11/11/1999

NF

NF



n
47

48
49
50
1
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

Legenda: n — nimero do doador; M — sexo masculino; F — sexo feminino; NR — ndo-reagente; R — reagente; NF — ndo feito.

INICIAIS
R.S.C.

N.R.S.
R.P.R.

E.R.S.

C.R.S.
S.P.
AE.
E.LE.
M.D.N.
M.IM.S.
K.S.M.
S.F.CL.
JMR.
E.B.
E.P.

S.F.
R.L.A
AFB.F.
F.S.N.
J.S.S.

SEXO

M
F
F
F
M
F
M
M
M
M
M
M
F
F
F
M
M
M
M
M
F
M
F

IDADE TRANSPLANTE TRANSPLANTE

5
39
39
27
37
32
13
35
50
16
22
35
35
29
33
57
18
33
27
20
43
22
30

IgM-CMV PRE-

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

IgG-CMV PRE-

R

A A AR A A A XM A XA A RX™A

z z z Z
PR PRI PI

PCR1
NF

NF
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO

NF
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NF

DATA PCR 1

NF

NF
13/01/2000
20/01/2000

NF
10/02/2000

NF
23/03/2000
20/04/2000
04/05/2000
04/05/2000
01/06/2000
08/06/2000
08/08/2000
17/08/2000
12/09/2000
05/10/2000
03/10/2000
17/10/2000
09/11/2000
23/11/2000
30/11/2000

NF

AGM 1
NF

NF
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO

NF
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

NF
NEGATIVO

NF

DATA AGM 1

NF

NF
13/01/2000
20/01/2000

NF
10/02/2000

NF
23/03/2000
20/04/2000
04/05/2000
04/05/2000
01/06/2000
08/06/2000
08/08/2000
17/08/2000
12/09/2000
05/10/2000
03/10/2000
17/10/2000
09/11/2000

NF
30/11/2000

NF



N.

01

02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16

17
18
19

20
21
22

Iniciais

R.S.S.
A.
JAS.
K.C.T.
R.SR.
M.EM
LBM
E.F.N.
AS.L
L.GM
P.CF.
N.D.C.
P.C.
T.F.M.
K.G.B.
CR.S.
M.T.S.
C.
G.AR.
J.AF.
HLK.
C.
EG.
V.S.
L.S.O.

APENDICE C-CARACTERISTICAS DETALHADAS DOS 69 PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO.

Grupo

A

> > W > W >E > > > > W

o]

>

Idade/
SexoR

38/F

27/M
21/F
21/M
43/F
44/F
16/M
14/M
18/M
29/M
17/F
53/M
10/M
19/F
12/F
14/M

41/M
49/M
12/M

30/M
25/F
35/M

Doenca de
Base

LMC

AA
LMA
LMC
LMC
LMC

AA
LMC

AA

AA
LMC

AA
LMA

SM
LMC
LMC

LMC
LMC
LMA

LMC
LMC
LMA

Data do
T™O

24/07/98

30/07/98
07/08/98
13/08/98
27/08/98
03/09/98
10/09/98
17/09/98
22/10/98
29/10/98
12/11/98
19/11/98
23/12/98
28/01/99
28/01/99
08/02/99

11/02/99
18/02/99
26/02/99

15/04/99
06/05/99
13/05/99

Tipo de
Enxerto

MO

MO
MO
MO
CPP
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
CPP
MO
MO

MO
MO
MO

CPP
CPP
MO

Sorologia
Receptor

1gG -

IgG +
1gG +
1eG +
IgG +
I1gG +
IgG +
I1gG +
1gG -
I1gG +
1gG +
IgG +
1gG +
IgG +
IeG +
1gG +

1gG +
I1gG +
1gG -

I1gG +
IgG +
1eG +

Sorologia
Doador

1eG +

1eG +
IgG +
1eG +
1gG +
IgG +
1gG +
1gG +
IgG -
1gG +
1eG +
I1gG +
1gG -
1gG +
1eG +
1gG +

1gG +
1gG +
1gG -

1eG +
1gG -
1eG +

Idade/
SexoD

35/F

21/F
17/F
30/F
35/M
58/M
17/M
5IM
14/M
20/M
19/F
58/M
4/F
24/M
20/F
17/M

20/F
57/M
15/M

20/F
23/M
38/M

GVHD
agudo

Nao

Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nio
Nao
Nio
Niao
Nao
Nao
Nao
Nao

Nao

Sim
Nio

Nao

Prof.
CMV

38

NF
24
34

40
NF
39
NF
NF
34
NF
NF
24
25
NF

NF

25

NF

38

25

Dia inicio Infeccio
HCMV/2PCR+
46

11

55
40

33

33
81

33
143

46
54

Dia inicio
Infeccao
HCMV/AGM+
115

25

131

55

68

63

103

26

33

81

40

25

82

Doenca HCMV
Dia inicio
sintomas

Nao

Nio
Nio
Nio
Nao
Sim/81
Sim/40
Nao
Nao
Nao
Nio
Nio
Nio
Sim/33
Nio
Nao

Nao
Nio
Nao



23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

Iniciais

M.B.S.
FAM
AB.
LR.P.
P.P.S.
F.CB.
R.S.B.
J.AJR.
J.M.O.

B.C.S.D.

JLR.

AV.S.S.

AMR.
L.S.P.
E.S.M.

R.G.R.P.

G.A.M.

A.CSF.

GE.CB
D.AM.
EP.S.

Grupo

> > o> W > w > > wm> W > > ®E > Ww > >

Idade/
SexoR
31/M
39/M
07/M
13/M
47/M
13/M
28/'M
32/M
39/M
32/F
43/M
26/F
21/M
8/M
13/M
03/F
10/F
12/F
53/M
15/F
42/F

Doenca de

Base

LMC
LMA
LLA
LLA
LMC
AA
LMC
LLA
LMC
AA
LMC
AA
LMC
LMA
LMC
LMA
LLA
AA
LMC
LMC
LMA

Data do
TMO
20/05/99
27/05/99
31/05/99
07/06/99
10/06/99
23/06/99
24/06/99
08/07/99
12/07/99
05/08/99
12/08/99
19/08/99
26/08/99
02/09/99
09/09/99
24/09/99
30/09/99
07/10/99
14/10/99
18/10/99
28/10/99

Tipo de
Enxerto
MO
CPP
MO
MO
MO
MO
MO
CPP
CPP
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
CPP
MO
CPP
CPP
MO

Sorologia
Receptor
1eG +
1gG +
1gG -
1gG -
IgG +
1gG +
1gG +
1gG +
I1gG +
IgG +
1gG +
1eG +
1gG +
1eG +
1gG -
1gG +
IgG +
1gG +
1gG +
I1gG +
1eG +

Sorologia
Doador
1eG +
1gG +
1gG -
IgG -
I1gG +
IeG +
1gG +
I1gG +
I1gG +
1eG +
1gG +
1gG -
IgG -
1eG +
IgG +
1gG +
IgG +
IgG +
1gG +
1gG +
1eG +

Idade/
SexoD
33/F
29/M
6/F
14/M
58/F
18/M
24/F
40/F
39/M
37M
56/M
18/M
19/M
10/F
8/M
9/F
12/F
16/F
34/M
11/F
43/F

GVHD
agudo

Prof.
CMV
25
18
NF
NF
19
NF
32
18
21
NF
40
NF
32
33
21
NF
22
NF
25
21
21

Dia inicio Infeccio
HCMV/2PCR+

90

12
27

33
17
12

47

33

72

Dia inicio
Infeccao
HCMV/AGM+

54
27

29

67
61

75

99
40

Doenca HCMV
Dia inicio
sintomas

Nio
Nio
Nio
Nio
Nao
Nao
Nao
Nao
Niao
Sim/46
Nao
Sim/89
Nio

Nao



44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

61
62
63
64
65

Iniciais

A.B.

JBM.C.

L.CS.

LR.S.C.
D.R.CL.

V.R.S.

R.PR.R.

O.P.
E.S.

C.HEFB.

AAS.
M.A.O.
ASE.
MAA
R.D.N.
ARM.
RJ.C.

K.B.S.
LR.
F.B.
E.P.

RJ.F.

Grupo

> oo > w > > > > > wW > > > >

o > > > >

Idade/
SexoR
34/M
17/M
40/M
03/M
32/M
52/M
24/F
31/F
33/M
21M
29/M
43/F
24/M
31/F
35/M
36/M
43/M

32/M
30/F
20/M
30/M
30/M

Doenca

de
Base
LMC

LMC
LMC
LMC
LMC
LMA
LMC
LMC
LMA
LMA
LMC
LMC
AA
LMC
LMC
AA
LMC

LMC
LMC
LMA
LMC
LMA

Data do
T™O
11/11/99
18/11/99
18/11/99
23/11/99
25/11/99
13/01/00
20/01/00
03/02/00
10/02/00
17/02/00
23/03/00
20/04/00
04/05/00
04/05/00
01/06/00
08/06/00
08/08/00

10/08/00
14/09/00
05/10/00
05/10/00
19/10/00

Tipo de
Enxerto
MO
MO
CPP
MO
MO
MO
MO
CPP
MO
CPP
MO
CPP
MO
CPP
MO
MO
MO+C

PP
CPP
CPP
MO
CPP
CPP

Sorologia
Receptor
1eG +
IgG +
1eG +
IgG +
IgG -
IeG+
I1gG+
IeG+
IgG+
IeG+
IgG+
I1gG+
IgG+
IgG+
I1gG+
I1gG+
IeG+

IgG+
IgG-
I1gG+
I1gG+
1gG+

Sorologia
Doador

1eG +
IgG -
1gG +
1gG +
I1gG +
IgG+
I1gG+
IgG+
I1gG+
I1gG+
I1gG+
1gG+
I1gG+
I1gG+
I1gG+
I1gG+
IgG+

I1gG+
I1gG+
1gG-
I1gG+
1gG-

Idade/
SexoD
30/M
13/M
38/M
5/M
39/F
39/F
27/F
37/M
32/F
13/M
35/M
50/M
16/M
22/M
35/M
35/F
33/F

29/F
57/M
18/M
33/M
27/M

GVHD
agudo

Nao

Sim
Nao
Sim
Nao
Nio

Nao

Prof.
CMV
27
39
18
NF
32
25
NF
25
45
21
21
25
NF
21
40
NF

27
26
25
32

Dia inicio Infeccio
HCMV/2PCR+
68
60

85
88
33
67
0
117
47
89
60

63

40
105

20
54
68
21

Dia inicio
Infeccao
HCMV/AGM+
68

133

61

61

33

105
98

68

61

67

131

21
12

Doenca HCMV
Dia inicio
sintomas

Nio
Nao
Nio
Nao
Nio
Nao
Nio
Nao
Nio
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nio

Nao



66
67
68
69

Iniciais Grupo

W.LA.
L.R.B.
R.IJ.S.N

J.CS.T.

@ w > w

Idade/
SexoR

27/M
40/M
23/M
42/F

Doenca de
Base

AA
LMC
LMC

AA

Data do
T™O

09/11/00
23/11/00
30/11/00
21/12/00

Tipo de
Enxerto

MO
MO
MO
MO

Sorologia
Receptor

IgG+
I1gG+
IgG-
I1gG+

Sorologia
Doador

IgG-
I1gG+
1gG-
IgG+

Idade/
SexoD

20/M
43/F
22/M
30/F

GVHD
agudo

Nao
Nio
Nao

Sim

Prof.
CMV

NF
25
NF
NF

Dia inicio Infeccio
HCMV/2PCR+

21
26
0
49

Dia inicio
Infeccao
HCMV/AG
M+
21

56

Doenca
HCMV
Dia inicio
sintomas
Nao
Nio
Nao
Sim/66

Legenda: F — feminino; M — masculino; LMC - leucemia mieléide cronica; LMA — leucemia miel6ide aguda; AA — anemia apldstica; SMD — sindrome mielodispldsica; MO — medula éssea; CPP — células

periférica primordial; IgG — imunoglobulina da classe G (do CMV); NF — ndo fez; Prof. — profilaxia universal com ganciclovir; DECH — doenga do enxerto contra o hospedeiro (ou GVHD).



APENDICE D-RESULTADOS DOS TESTES DE DETECCAO DE INFECCAO ATIVA PELO HCMV NOS PACIENTES

Paciente

1

[\

AN N W

10
11

12
13

Sorologia
Pré-tx (D/R)
+/-

+/+
+/+
+/+

+/+
+/+

+/+

+/+
+/+
+/+

+/+
-+

ESTUDADOS E MANIFESTACOES CLINICAS.

Tempo em Dias Pés — Transplante

PCR AGM positivas
positivas (n. cels.+)
46, 59, 108, 111, 115 (12)
136
11, 25, 40, 59, 25 4)
90, 133
32,84, 116
26,78, 108
62, 105, 131 139 (5)

44,63,72,79,  55(3),72(20),
98,103, 133, 146 79 (12), 146 (1)

0, 40, 61, 68,75, 68 (26), 75 (20),
82,95, 117, 124, 95 (17), 117 (2),
131, 139, 145 124 (5), 131

(10), 145 (82)

62 62 (8)

0, 103 103 (5)
19, 33, 53 33(8),53(3)

26 26 (2)

Profilaxia

38

24
34
15
40

39

34

Sorologia IgM/IgG-
HCMYV pés-tx
Infeccdo primdaria sem
soroconversao

dia 98 - IgM+

dia 79-aumento dos
titulos de IgG

Manifestacdes clinicas compativeis
com HCMV
Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Sim

Dia 81 — febre

Dia 88 — febre, inapeténcia, epigastralgia;

Dia 89 - EDA - gastrite e duodenite
enantematosa, sugerindo infec¢do especifica ou
GVHD.

Bidpsia — laudo confirmou infec¢do por
HCMV na regido pildrica;

Dia 320 — uveite (HCMV ocular) — DOENCA
TARDIA POR HCMV

Sim.

Dia 40 - Sintomas de HCMV ocular

dia 304 — coriorretinite por HCMV DOENCA
TARDIA POR HCMV

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao



Paciente

14

15
16
17
18
19
20

21

22

23
24
25

26

27

28

29
30

Sorologia
Pré-tx (D/R)
+/+

+/+
+/+
+/+
+/+

+/+

+/+

+/+
+/+

PCR
positivas
33, 40, 47, 54,
60, 68, 75, 82,

91, 99, 103, 143,

153

81, 84, 89, 96

33,40
143, 150

16, 25, 30, 37

46, 53,76, 88,
95,102, 117
14, 54, 68, 75,
82, 89, 98, 105,
114, 130, 135,
142, 149
17, 59, 75, 80,

94, 101, 108, 143
80,90, 101, 118

10, 25

12, 21, 33, 54,
61, 81, 90, 95,
129
217, 35, 37, 41,
71, 85
5,61, 82,103

33,46, 48, 69, 83

AGM positivas

(n. cels.+)
33 (5), 47 (5),
54 (16), 60 (9),

68 (20), 75 (41),

82 (500), 91
(58)

81 (196), 84
(200), 89 (200)

40 (12)

25 (107), 30
(109, 37 (68)

82 (4), 114 (5)

17 (9)

54 (5), 61 (7),
129 (132)

27 (1), 35 (3)

Profilaxia

24

25

25

38

25

25
18

19

32
18

Sorologia IgM/IgG-
HCMYV pés-tx
dia 82 - IgM+

dia 125 - aumento dos
titulos de IgG

dia 63 - IgM+

Manifestacdes clinicas compativeis

com HCMV
Sim
Dia 33 — sintomatologia géstrica

EDA - esofagite erosiva e gastrite especifica

Dia 96 — EDA — gastrite especifica

Nao

Nao
Nao
Nao

Nao
Nao
Nao

Nao
Nio

Nao
Niao



Paciente

31

32

33
34

35
36
37
38
39
40

41
42

43

44

45

Sorologia
Pré-tx (D/R)
+/+

+/+

+/+
-+

-/+
+/+
+/+
+/+
+/+
+/+

+/+
+/+

+/+

+/+

PCR AGM positivas
positivas (n. cels.+)
3,17,24,42, 58,
63
12,29,46,51, 29 (50), 51 (3),

58,72,79, 88, 93 72 (150)

47,68
5,47,56,61,75, 67 (50),75 (19)
80
19, 61 61 (15)
33,42, 47
5, 40
1,6, 13,20, 27
0,17
0,7,12,96, 116, 96(2), 116 (3),
159 159 (5)
107
57,79, 99, 128 99 (2)

40, 98, 105, 112, 40 (20), 105 (9),

129, 150 112 (9), 129 (4)

68,78, 133, 140 68 (17), 78 (17),
140 (1)

60, 66, 74, 83, 133 (213)

126, 133

Profilaxia

21

40

32
33
21
22
25
21
21
27

39

Sorologia IgM/IgG-
HCMYV pés-tx

dia 58 - IgM+;

dia 113 - aumento dos
titulos de IgG

dia 150 - aumento dos
titulos de IgG

dia 128 - aumento dos
titulos de IgG

dia 34 - aumento dos
titulos de IgG

Manifestacdes clinicas compativeis
com HCMV
Nao

Sim
Dia 46 — vdmitos, epigastralgia.
Dia 51 — EDA - 3 ulceras gastricas

Dia 58 — diarréia, dor abdominal.

Dia 70 — colonoscopia - processo inflamatério
crdnico de mucosa colonica.

Bidpsia - Ausente inclusdo citomegélica o que
ndo exclui a presenca de infeccdo por HCMV.
Biopsia revisada e ndo conclusiva de HCMV.
Conclusdo: GVHD.

Nao

Sim

Dia 89 - pancitopenia.
epigastralgia e febre.

Dia 100 — EDA: pangastrite grave especifica
Bidpsia — compativel

Evoluiu para choque séptico e 6bito

Nao

Nao

Nao

Nio

Nao

Nao

Evoluiu com

Nao
Nao



Paciente
46
47

48
49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59
60

61

62

Sorologia
Pré-tx (D/R)
+/+
+/+
+/-
+/+

+/+
+/+
+/+

+/+

+/+

+/+
+/+
+/+
+/+

+/+
+/+

+/+

+/-

PCR
positivas
47,67, 111, 126
85,92
88,95, 109
33,47, 56, 61,
82, 96, 152

5,21,67,76
0,7, 35, 68,103

61, 117, 127,
148, 152
33,47, 54, 61,
68, 82, 96, 103

33, 44, 89, 96,
103, 110, 117,
124, 152
14, 60, 67, 84,
105
98

63, 70, 82, 89,

103, 110, 125,
139, 145, 152
68, 82, 139

40, 47, 61, 68, 84

20, 25, 39, 46,
60, 67, 74, 81,

88, 95, 120, 125,

132
63, 105, 119,
126, 138

0, 33, 54, 61, 82,

89

AGM positivas
(n. cels.+)

61 (3), 82 (10)

5(4),67 (8)

61 (11)

33(5), 47 (3),
54 (15), 68 (5),

75 (10), 82 (43),

96 (4), 103 (6)

105 (1)

98 (10)

68 (93)
61 (13)
67 (5), 74 (20),
81 (95), 88 (5),
95 (3)

Profilaxia

18

32
25

25

45

21

21

25

21

40

19

27

26

Sorologia IgM/IgG-
HCMYV pés-tx

dia 96 - IgM+
dia 96 - aumento dos
titulos de IgG

dia 68 - aumento dos
titulos de IgG

dia 89 - aumento dos
titulos de IgG

dia 119 - aumento dos
titulos de IgG

dia 98 — aumentos dos
titulos de IgG
dia 96 - IgM+

Infec¢do primdria sem
Soroconversao

Nao
Nao
Nao
Nao

Nao
Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao
Nao

Nao

Manifestacdes clinicas compativeis
com HCMV



Paciente  Sorologia PCR AGM positivas Profilaxia Sorologia IgM/IgG- Manifestacdes clinicas compativeis

Pré-tx (D/R) positivas (n. cels.+) HCMYV pos-tx com HCMV
63 -/+ 25, 39, 68, 75, 131 (13), 138 25 Nio
124, 131, 138, 2), 152 (7)
147,152
64 +/+ 5,21,26,36,41, 21 (92), 26 (40), 32 Nio
61, 70, 77 36 (44),70 (1)
65 -/+ 7,12,18,28,54, 18 (24),54 (1) Nio
75,112
66 -/+ 21, 28, 33, 35, 21 (5), 28 (3), Nio
124, 133, 140, 31 (21)
152
67 +/+ 14, 26, 40, 89, 25 Nio
117, 124, 131,
138, 145
68 -/- 0,7,19, 35, 103, Infecgdo primdria sem Nio
112, 119, 126, SOroconversao
138, 145, 154
69 +/+ 49, 56, 63 56 (52) Sim.

Dia 66 — dor abdominal e diarréia.

Dia 70 — Obito.

Necropsia: Causa do Obito: Broncopneumonia
bilateral relacionado com citomegalovirose em
pulmio e glandula submandibular. Hepatite e
Esofagite atribuidas ao Herpes simples.

Legenda: D — doador; R — receptor; IgM — imunoglobulina da classe M (do HCMV); IgG — imunoglobulina da classe G (do HCMV); EDA - endoscopia

digestiva alta.



APENDICE E - RESULTADOS DOS TESTES SOROLOGICOS -IgM E IgG anti - HCMV POR ELISA NOS PACIENTES RELACIONADOS AO ESTUDO.

n Paciente TMO IgGDo0 IgGRe0 IgG1 DATA IgGl  IgM1 DATA IgM1 IgG2 DATAIgG2 IgM2 DATA IgM2
1 RSSA 24/7/1998 R NR NR 31/8/1998 NR 31/8/1998 NR 21/9/1998 NR 21/9/1998

2 JAS 30/7/1998 R R R 8/9/1998 NR 8/9/1998 0,7 28/9/1998 NR 28/9/1998

3 KCT 7/8/1998 R R R 6/8/1998 NR 6/8/1998 1,55 8/9/1998 NR 8/9/1998

4 RSR 13/8/1998 R R 14,66 13/8/1998 NR 13/8/1998 20,67 15/10/1998 NR 15/10/1998
5 MFQM 27/8/1998 R R R 27/8/1998 NR 27/8/1998 >35 28/9/1998 NR 28/9/1998

6 LBM 3/9/1998 R R 5,68 9/9/1998 NR 3/9/1998 13,29 28/9/1998 NR 28/9/1998

7 EFN 10/9/1998 R R 1,95 14/9/1998 NR 10/9/1998 1,22 19/10/1998 NR 15/10/1998
8 ASI 17/9/1998 R R 1,95 17/9/1998 NR 17/9/1998 2,42 29/10/1998 NR 13/10/1998
9 LGM 22/10/1998 NR NR NR 22/10/1998 NR 22/10/1998 NR 17/11/1998 NR 17/11/1998
10 PCF 29/10/1998 R R 1,1 5/11/1998 NR 29/10/1998 1,2 24/11/1998 NR 24/11/1998
11 NDC 12/11/1998 R R 8,91 17/11/1998 NR 12/11/1998 8,15 15/12/1998 NR 15/12/1998
12 PC 19/11/1998 R R >35 24/11/1998 NR 19/11/1998 3,1 15/12/1998 NR 15/12/1998
13 TFM 23/12/1998 NR R

14 KGB 28/1/1999 R R 1,8 28/1/1999 NR 28/1/1999 3 30/9/1999 NR 30/3/1999

15 CRS 28/1/1999 R R 6 28/1/1999 NR 28/1/1999 52 18/4/1999 NR 18/4/1999

16 MTSC 8/2/1999 R R

17 GAR 11/2/1999 R R R 11/2/1999 NR 11/2/1999 43 9/3/1999 NR 9/3/1999

18 JAF 18/2/1999 R R 38 18/2/1999 NR 18/2/1999 39 23/3/1999 NR 23/3/1999

19 HLKC 26/2/1999 NR NR

20 EG 15/4/1999 R R 1,7 15/4/1999 NR 15/4/1999 24 18/5/1999 NR 18/5/1999

21 VS 6/5/1999 NR R 1,1 6/5/1999 NR 6/5/1999 1 1/6/1999 NR 1/6/1999

22 LSO 13/5/1999 R R 3 13/5/1999 NR 13/5/1999 5,73 8/6/1999 NR 8/6/1999

23 MBS 20/5/1999 R R 1,2 20/5/1999 NR 20/5/1999 1,6 22/6/1999 NR 22/6/1999

24 FAM 27/5/1999 R R 14,1 8/6/1999 NR 1/6/1999 17,65 22/6/1999 NR 22/6/1999

25 AB 31/5/1999 NR NR

26 IRP 7/6/1999 NR NR

27 PPS 10/6/1999 R R 3,6 15/6/1999 NR 15/6/1999 34 20/7/1999 NR 20/7/1999

28 FCB 23/6/1999 R R

29 RSB 24/6/1999 R R 39 24/6/1999 NR 24/6/1999 34 27/7/11999 NR 24/7/1999

30 JAJR 8/7/1999 R R 12,8 3/8/1999 NR 3/8/1999 20,85 9/9/1999 R 9/9/1999

31 IMO 12/7/1999 R R 33,09 22/7/11999 NR 12/7/1999 53 10/8/1999 NR 10/8/1999

32 BCSDV 5/8/1999 R R 11,51 5/8/1999 NR 5/8/1999 5,99 2/9/1999 NR 2/9/1999

33 JLR 12/8/1999 R R 2,4 12/8/1999 NR 12/8/1999 33 21/9/1999 NR 21/9/1999

34 AVSS 19/8/1999 NR R 8,9 19/8/1999 NR 19/8/1999 9,1 28/9/1999 NR 28/9/1999

35 AMR 26/8/1999 NR R 1,69 31/8/1999 NR 26/8/1999 1,7 28/9/1999 NR 28/9/1999

36 LSP 2/9/1999 R R 37 2/9/1999 NR 2/9/1999 33 5/10/1999 NR 5/10/1999

37 ESM 9/9/1999 R NR 1.5 9/9/1999 NR 9/9/1999 1,2 19/10/1999 NR 19/10/1999
38 RGRP 24/9/1999 R R

39 GAM 30/9/1999 R R 1,6 30/9/1999 NR 30/9/1999 4,7 23/11/1999 NR 23/11/1999
40 ACSF 7/10/1999 R R 6,02 14/10/1999 NR 7/10/1999 5,5 9/11/1999 NR 9/11/1999

41 GECB 14/10/1999 R R 7,18 14/10/1999 NR 14/10/1999 2,1 16/11/1999 NR 16/11/1999
42 DAM 18/10/1999 R R >35 19/10/1999 NR 19/10/1999 59 30/11/1999 NR 30/11/1999
43 EPS 28/10/1999 R R >35 11/11/1999 NR 11/11/1999 31,2 23/11/1999 NR 23/11/1999



APENDICE E - RESULTADOS DOS TESTES SOROLOGICOS -IgM E IgG anti - HCMV POR ELISA NOS PACIENTES RELACIONADOS AO ESTUDO.

IgG3
NR
0,84
1,26
30,34
>35
11,24
1,8
2,95
NR
1,3
8,9
NF

43
16,6

NF
4.4

4,7
0,9
2,6
7,2
NF

35

7,1
26,7
9,1
9.5
39
15,8
2,5
39
1,6

NF
10,8
7,2

31,8

DATA IgG3

19/10/1998

28/10/1998
28/9/1998
7/12/1998

28/10/1998
5/11/1998

17/11/1998
17/12/1998
14/1/1999
26/1/1999
12/1/1999

NF

20/4/1999
16/3/1999

NF
20/4/1999

22/6/1999
13/7/1999
13/7/1999
17/8/1999
NF

3/8/1999

24/8/1999
14/10/1999
14/9/1999

5/10/1999

4/11/1999
19/10/1999
14/10/1999
9/11/1999

9/11/1999

NF
4/1/2000
14/12/1999
11/1/2000
25/1/2000

IgM3

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NF

R
NR

NF
NR

NR
NR
NR
NR
NF

NR

NR

NR

NR
NR
NR
NR
NR

NF
NR
NR
NR
NR

DATA IgM3

19/10/1998

28/10/1998
28/9/1998
7/12/1998

28/10/1998
5/11/1998

17/11/1998
17/12/1998
14/1/1999
26/1/1999
12/1/1999

NF

20/4/1999
16/3/1999

NF
20/4/1999

22/6/1999
13/7/1999
13/7/1999
17/8/1999
NF

3/8/1999

24/8/1999
14/10/1999
14/9/1999

5/10/1999

4/11/1999
19/10/1999
14/10/1999
9/11/1999

9/11/1999

NF
4/1/2000
14/12/1999
11/1/2000
25/1/2000

IgG4
NR
R
0,8
20,19
>35
6,83
2,16
NF
NR
1,3
93
NF

4
>20

NF
4,2

5,7
1,9
2,9
7.4
NF

39

6,6
>20
11,1
5,6
39
19,9
2,7
34
1,4

NF
12,2

5.8
33,7

DATA IgG4

26/11/1998
28/9/1998
12/11/1998
17/1/1999
24/11/1998
10/12/1998
5/1/1999
NF
4/2/1998
9/2/1999
2/2/1999
NF

25/5/1999
20/4/1999

NF
25/5/1999

13/7/1999
24/8/1999
12/8/1999
16/9/1999
NF

24/8/1999

28/9/1999
4/11/1999
14/10/1999
9/11/1999
4/11/1999
4/11/1999
16/11/1999
7/12/1999
7/12/1999

NF
1/12/2000
15/2/2000

1/2/2000
22/2/2000

IgM4

NR
NR
NR
NR
NR
R
NR
NF
NR
NR
NR
NF

R
NR

NF
NR

NR
NR
NR
NR
NF

NR

NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR

NF
NR
NR
NR
NR

DATA IgM4

26/11/1998
28/9/1998
17/11/1998
7/1/1999
26/11/1998
10/12/1998
5/1/1999
NF
4/2/1998
9/2/1999
2/2/1999
NF

25/5/1999
20/4/1999

NF
25/5/1999

13/7/1999
24/8/1999
12/8/1999
16/9/1999
NF

24/8/1999

28/9/1999
4/11/1999
14/10/1999
9/11/1999
4/11/1999
4/11/1999
16/11/1999
7/12/1999
7/12/1999

NF
1/12/2000
15/2/2000

1/2/2000
22/2/2000

IgG5
NR
0,26
4.8
NF
>35
7,36
7,2
NF
NF
1,8
NF
NF

4
18,9

NF
31,25

6,7
1,9
2,9
7,2

3.8

7.8
25,46
NF
7,1
4,1
171,8
NF
34
1.4

NF
439
7,67
>35
68,7

DATA IgG5

15/12/1998
17/12/1998
15/12/1998
NF
14/1/1999
5/1/1999
2/2/1999
NF
NF
4/3/1999
NF
NF

29/6/1999
25/5/1999

NF
22/6/1999

10/8/1999
28/9/1999
28/9/1999
14/10/1999

28/9/1999

26/10/1999
25/11/1999
NF
11/1/2000
7/12/1999
30/11/1999
NF
11/1/2000
18/1/2000

NF
15/3/2000
14/3/2000
22/2/2000
21/3/2000

IgM5

NR
NR
NR
NF
NR
NR
NR
NF
NF
NR
NF
NF

R
NR

NF
NR

NR
NR
NR
NR

NR

NR
NR
NF

NR
NR
NF
NR
NR

NF
NR
NR
NR
NR

DATA IgM5

15/12/1998
17/12/1998
15/12/1998
NF
14/1/1999
5/1/1999
2/2/1999
NF
NF
4/3/1999
NF
NF

29/6/1999
25/5/1999

NF
22/6/1999

10/8/1999
28/9/1999
28/9/1999
14/10/1999

28/9/1999

26/10/1999
25/11/1999
NF
11/1/2000
7/12/1999
30/11/1999
NF
11/1/2000
18/1/2000

NF
15/3/2000
14/3/2000
22/2/2000
21/3/2000

IgM

SIM

SIM

SIM

SIM

Aumento IgG

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM



APENDICE E - RESULTADOS DOS TESTES SOROLOGICOS -IgM E IgG anti - HCMV POR ELISA NOS PACIENTES RELACIONADOS AO ESTUDO.

n Paciente TMO IgGDo0 IgGRe0 IgG1 DATA IgGl  IgM1 DATA IgM1 IgG2 DATAIgG2 IgM2 DATA IgM2
44 AB 11/11/1999 R R 3 11/11/1999 NR 11/11/1999 30,28 14/12/1999 NR 14/12/1999
45 JBMC 18/11/1999 R NR 1,58 25/11/1999 NR 18/11/1999 4,28 14/12/1999 NR 14/12/1999
46 LCS 18/11/1999 R R 1,35 25/11/1999 NR 18/11/1999 1,29 14/12/1999 NR 14/12/1999
47 LRSC 23/11/1999 R R

48 DRCLT 25/11/1999 R NR NR 25/11/1999 NR 25/11/1999 1,05 23/12/1999 NR 23/12/1999
49 VRS 13/1/2000 R R 8,9 13/1/2000 NR 13/1/2000 8,9 15/2/2000 NR 15/2/2000
50 RPRR 20/1/2000 R R 8,38 27/1/2000 NR 20/1/2000 11 22/2/2000 NR 22/2/2000
51 OP 3/2/2000 R R 53 3/2/2000 NR 3/2/2000 5,1 9/3/2000 NR 9/3/2000
52 ES 10/2/2000 R R 6,93 10/2/2000 NR 10/2/2000 20,44 9/3/2000 NR 9/3/2000
53 CHFB 17/2/2000 R R 10,5 17/2/2000 NR 17/2/2000 9,7 14/3/2000 NR 14/3/2000
54 AAS 23/3/2000 R R 3,42 30/3/2000 NR 23/3/2000 5,26 25/4/2000 NR 25/4/2000
55 MAO 20/4/2000 R R 16,59 20/4/2000 NR 20/4/2000 8,36 23/5/2000 NR 23/5/2000
56 ASE 4/5/2000 R R 2,72 4/5/2000 NR 4/5/2000 7,35 18/5/2000 NR 18/5/2000
57 MAA 4/5/2000 R R 16,48 4/5/2000 NR 4/5/2000 11,69 6/6/2000 NR 6/6/2000
58 RDN 1/6/2000 R R 15,58 8/6/2000 NR 1/6/2000 21,3 8/8/2000 NR 8/8/2000
59 ARM 8/6/2000 R R 4,22 8/6/2000 NR 8/6/2000 5,59 11/7/2000 NR 11/7/2000
60 KBS 10/8/2000 R R 9,25 17/8/2000 NR 10/8/2000 9,49 12/9/2000 NR 12/9/2000
61 RIC 17/8/2000 R R 29,34 17/8/2000 NR 17/8/2000 233 5/9/2000 NR 5/9/2000
62 LR 14/9/2000 R NR NR 14/9/2000 NR 14/9/2000 0,57 17/10/2000 NR 17/10/2000
63 FB 5/10/2000 NR R 0,91 5/10/2000 NR 5/10/2000 1,11 5/10/2000 NR 5/10/2000
64 EP 5/10/2000 R R 7,95 5/10/2000 NR 5/10/2000 9,41 5/10/2000 NR 5/10/2000
65 RIJF 19/10/2000 NR R 0,87 19/10/2000 NR 19/10/2000 1,21 28/11/2000 NR 28/11/2000
66 WLA 9/11/2000 NR R 25,85 9/11/2000 NR 9/11/2000 29,89 9/11/2000 NR 9/11/2000
67 LRDB 23/11/2000 R R 12,21 30/11/2000 NR 23/11/2000 10,77 6/2/2001 NR 6/2/2001
68 RISN 30/11/2000 NR NR 0,25 30/11/2000 NR 30/11/2000 1,3 19/12/2000 NR 19/12/2000
69 JCST 21/12/2000 R R R 8/2/2001 NR 8/2/2001 25,56 15/2/2001 NR 15/2/2001



APENDICE E - RESULTADOS DOS TESTES SOROLOGICOS -IgM E IgG anti - HCMV POR ELISA NOS PACIENTES RELACIONADOS AO ESTUDO.

IgG3
31,68
2,51
0,93

3,67
18
12,68
27,76
12,11
19,84
4,05
14,54
14,31
8,85
NF
3,65
6,68
25,86
2,76
1,01
7,86
0,79
29,23
13,7
NR

DATA IgG3
18/1/2000
25/1/2000
18/1/2000

20/1/2000
14/3/2000
21/3/2000
11/4/2000
11/4/2000
11/4/2000
23/5/2000
20/6/2000
10/8/2000
8/8/2000
NF
8/8/2000
10/10/2000
19/10/2000
12/12/2000
6/2/2001
9/11/2000
8/2/2001
12/12/2000
6/3/2001
24/4/2001

IgM3
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
R
NF
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

DATA IgM3
18/1/2000
25/1/2000
18/1/2000

20/1/2000
14/3/2000
21/3/2000
11/4/2000
11/4/2000
11/4/2000
23/5/2000
20/6/2000
10/8/2000
8/8/2000
NF
8/8/2000
10/10/2000
19/10/2000
12/12/2000
6/2/2001
9/11/2000
8/2/2001
12/12/2000
6/3/2001
24/4/2001

IgG4
>35
2,14
0,95

0,13
175
8,31
35,2
10,04
14,7
16,49
>350,0
NF
2,42
NF
NF
6,64
31,54
NF
NF
NF
NF
13,44
NF
NF

DATA IgG4
22/2/2000
22/2/2000
15/2/2000

22/2/2000
18/4/2000
18/4/2000
16/5/2000
9/5/2000
9/5/2000
20/6/2000
17/8/2000
NF
12/9/2000
NF
NF
7/11/2000
21/11/2000
NF
NF
NF
NF
13/3/2001
NF
NF

IgM4
NR
NR
NR

NR
R
NR
NR
NR
NR
NF
NR
NF
R
NF
NF
NR
NR
NF
NF
NF
NF
NR
NF
NF

DATA IgM4
22/2/2000
22/2/2000
15/2/2000

22/2/2000
18/4/2000
18/4/2000
16/5/2000
9/5/2000
9/5/2000
20/6/2000
17/8/2000
NF
12/9/2000
NF
NF
7/11/2000
21/11/2000
NF
NF
NF
NF
13/3/2001
NF
NF

IgG5
31,68
2,09
1,12

7,27
175
7,68

52,25
NF
9,5
86,3
NF
NF
2,14
NF
NF
6,26

20,34
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF

DATA IgG5
30/3/2000
28/3/2000
14/3/2000

25/4/2000
16/5/2000
9/5/2000
29/6/2000
NF
29/6/2000
18/7/2000
NF
NF
31/10/2000
NF
NF
7/12/2000
21/12/2000
NF
NF
NF
NF
10/4/2001
NF
9/1/2001

IgM5
NR
NR
NR

NR
R
NR
NR
NF
NR
NR
NF
NF
R
NF
NF
NR
NR
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF

DATA IgM5
13/4/2000
28/3/2000
14/3/2000

25/4/2000
16/5/2000
9/5/2000
29/6/2000
NF
29/6/2000
18/7/2000
NF
NF
31/10/2000
NF
NF
7/12/2000
21/12/2000
NF
NF
NF
NF
10/4/2001
NF
9/1/2001

IgM

SIM

SIM

Aumento IgG
SIM
SOROCONV.

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM



APENDICE F-MODELOS DE RISCOS PROPORCIONAIS DE COX (“COX

PROPORTIONAL HAZARDS MODELS”)

No Grupo B (Infeccdo ativa por HCMV detectada por PCR e/ou AGM), as

varidveis preditoras que apresentaram p-valor < 0.25 na andlise univariada foram: idade

D/R, sexo do receptor, sexoD/sexoR, IgG-HCMYV pré-tx D/R. Apds a modelagem, estas

varidveis ndo apresentaram um modelo multivariado valido, porém, as varidveis sexo do

receptor, idade do receptor e idade do doador (categorizadas em relagdo aos seus valores

medianos), apresentaram um p-valor < 0.05 na andlise univariada. Os resultados dos

modelos univariados significativos foram:

K/
A X4

X/

X/
L X4

Sexo do Receptor: O risco de um paciente do Grupo B do sexo masculino
apresentar Infeccao ativa por HCMV detectada por PCR e/ou AGM ¢ 0.332
vezes (IC: 0.119 a 0.921) o risco de um individuo do sexo feminino (p-
valor=0.0467).

Idade do Receptor: O risco de um paciente do Grupo B e com idade em
torno de 21 anos apresentar infeccdo por HCMV detectada por PCR e/ou
AGM € 2.88 vezes (IC: 1.11 a 7.51) o risco de um individuo com idade < 21
anos (p-valor=0.0266).

Idade do Doador: O risco de um paciente do Grupo B e doador com idade >
18 anos apresentar infeccio por HCMV detectada por PCR e/ou AGM ¢
3.14 vezes (IC: 1.22 a 8.12) o risco de um individuo com idade < 18 anos (p-

valor=0.0171).

No Grupo B (Infec¢do ativa por HCMV detectada por AGM), as varidveis

preditoras que apresentaram p-valor < (.25 na andlise univariada foram: idade do receptor,

idade do doador e doenga hematoldgica maligna ndo apresentaram um modelo multivariado

valido. Os resultados dos modelos univariados foram:

®,

+ Idade do receptor: O risco de um paciente do Grupo B apresentar infec¢do ativa

pelo HCMV detectada por AGM € multiplicado por 1.06 (IC: 1.02 a 1.11) a cada
ano de idade (p-valor=0.0087).
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¢ Idade do doador: O risco de um paciente do Grupo B e com doador de idade > 18

X/
L X4

anos apresentar infec¢cdo ativa por HCMV detectada por AGM ¢€ 4.25 vezes (IC: 1.5
a 12) o risco de um individuo com doador de idade < 18 anos (p-valor=0.00546).

Doenca Hematoldogica Maligna: O risco de um paciente do Grupo B com doenga
hematoldgica maligna apresentar infeccdo por HCMV detectada por AGM ¢é 0.293
(IC: 0.0921 a 0.931) vezes o risco de um individuo com doenga hematoldgica nao-

maligna (p-valor=0.0249).
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KEYWORDS Summary Objectives. The aim of this study was to describe our experience in the
Cytomegalovirus control of active CMV infection following HSCT using two strategies of CMV infection
infection; PCR; Bone treatment: ganciclovir universal prophylaxis at low doses and pre-emptive therapy
marrow transplantation with ganciclovir.

Methods. The surveillance was based on the monitoring of antigenaemia (AGM) and
on a nested polymerase chain reaction (N-PCR) for the detection of CMV in both
strategies. Forty-five recipients with malignant diseases and with a risk for CMV
disease received universal prophylaxis (Group A). The non-treated group consisted of
24 patients, most of them with non-malignant diseases who did not receive universal
prophylaxis (Group B).

Results. In Group A, the incidence of positive AGM was 51%, with a positive PCR of
68.9%. In Group B, the AGM positivity was 66.7% and that of N-PCR was 66.7%. CMV
disease occurred in 6/55 patients (10.9%), with 2/36 (5.5%) from Group A and 4/19
(21%) from Group B. Two of these six patients (33.3%) died of CMV disease.

Conclusions. Our result suggests that AGM and N-PCR can be used as markers for
assessing the monitoring and the introduction pre-emptive therapy. This approach
could prove to be more cost-effective than ganciclovir universal prophylaxis for
treating CMV infection.
© 2003 Published by Elsevier Ltd on behalf of The British Infection Society.

Introduction

Cytomegalovirus (CMV) infection after haemato-

*Corresponding author. Tel.: +55-019-3788-7734; fax: +55- p.OIe.t!C stem cel} FranSplantatlon, (H1S(2:T) prqduce_s
019-3289-4107. significant morbidity and mortality.""“ Ganciclovir
E-mail address: costa@fcm.unicamp.br (GCV) has been established as an effective

0163-4453/$30.00 © 2003 Published by Elsevier Ltd on behalf of The British Infection Society.
doi:10.1016/j.jinf.2003.11.010
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prophylactic agent for infection by CMV.>* Because
of the high mortality rate associated with CMV
disease, antiviral prophylaxis and pre-emptive
therapy have been widely used after HSCT.

The use of GCV universal prophylaxis is very
effective in reducing the incidence and severity of
CMV disease. However, overall survival is not
improved, perhaps because prolonged use of GCV
causes neutropenia®® and hence susceptibility to
bacterial infection.> Another disadvantage is that
some patients are exposed to the toxic side effects
of GCV, although they will never develop CMV
disease.”>” Thus, it is important to discriminate
patients with active CMV infection from those
without such infection. Tests used for this purpose
include the pp65 antigenaemia assay and DNA
detection methods.?

The polymerase chain reaction (PCR) is a
sensitive method for the detection of CMV DNA
and active CMV infection, but is too sensitive for the
exclusion of low-risk patients.’ The CMV antigenae-
mia assay is a rapid and quantitative method'®
widely used as a guideline for starting pre-emptive
therapy with ganciclovir.!

In this study, we describe our experience with
the use of low doses of ganciclovir universal
prophylaxis and the application of antigenaemia
(AGM) and nested polymerase chain reaction (N-
PCR) for assessing when to introduce pre-emptive
therapy in the control of active CMV infection or
disease in HSCT.

Patients and methods

Patients. Sixty-nine myeloablative haematopoietic
stem cell transplant recipients with HLA identical
siblings, were selected at the Bone Marrow Trans-
plant (BMT) unit of the university hospital. Patients
who were positive or negative for IgG-CMV, as well
as, positive or negative donors requiring allogeneic
HSCT for a variety of conditions, were monitored
prospectively for CMV infection from July 1998 to
December 2000, using AGM and N-PCR. The patients
did not receive CMV hyperimmunoglobulin. The
blood products used were neither screened for CMV
antibody nor filtered to deplete leukocytes,
although all had been irradiated. The conditioning
regimens and acute graft versus host disease
(GVHD) prophylaxis were selected based on ongoing
protocols at the university hospital. Acute GVHD
was graded according to published criteria.’? All
patients received GVHD prophylaxis with cyclos-
porine (CSP) and methotrexate (MTX), and were
tested for underlying diseases using established

institutional protocols. Two different groups of
patients were analyzed. The patients were
selected based on ongoing protocols of universal
ganciclovir prophylaxis at the referring institu-
tion’s BMT unit and were not randomized. Group A
patients (38 adults and seven children) had
haematological malignancies and received ganci-
clovir universal prophylaxis, whereas Group B
consisted of 13 adults with aplastic anaemia and
10 children (seven with malignant disease and
three with aplastic anaemia) who did not receive
ganciclovir prophylaxis. The patient’s character-
istics, the pre-transplant conditioning regimens
and the prophylaxis for GVHD disease are shown in
Table 1. The patients were followed from day 0
until day 150 after the transplant. Blood was
collected weekly for AGM and N-PCR. The proto-
col was designed in accordance with the require-
ments for research involving human subjects in
Brazil, and was approved by the Institutional
Ethics Committee.

CMV antigenaemia (AGM) assay. The antigenae-
mia assay was done at least once a week after
engraftment, as previously described,'® with some
modifications.' "> Briefly, EDTA-treated blood
samples were fractionated by dextran sedimen-
tation followed by erythrocyte lysis. The granulo-
cytes were then centrifuged to prepare Cytospin
slides (3 x 10° granulocytes per slide). The slides
were air-dried and fixed with formaldehyde, then
immunostained with monoclonal antibodies C10
and C11 (Clonab CMV; Biotest, Dreieich, Germany),
and reacted with peroxidase-labeled anti-mouse
conjugate (HRP, Biotest, Dreieich, Germany). The
test was done in duplicate.

Nested polymerase chain reaction (N-PCR). CMV
DNA in blood specimens was detected by nested-
PCR using primers described by Demmler et al.'®
and Shibata et al.® Briefly, leukocytes remaining
from the CMV antigenaemia assay were lysed and
the DNA was precipitated. The primers were
selected from the MIE region of CMV-AD169. The
size of the PCR amplification products was 159 base
pairs. The same protocol was used to amplify the
human B-globin gene sequence to guarantee the
quality of the extracted DNA.

Definitions. Active CMV infection was defined
based on one or both of the following criteria: (1)
one or more positive cells in the AGM assay, and (2)
two or more consecutive positive N-PCR results. For
the diagnosis of CMV disease, the active infection
had to be accompanied by clinical symptoms and
histopathological identification of CMV."” Recur-
rence of CMV infection was defined as active CMV
infection occurring after negative N-PCR and/or
AGM assays following treatment of the initial
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Table 5 Clinical and laboratory features of CMV disease

Time after transplant (days)

n Status D/R Underlying disease Stem cell source Group Disease Symptoms

N-PCR + AGM + (no. of positive cells)

6 44 CML BM A
7 Sl AA BM B
14 +/+ MDS PB A
327 +/+ AA BM B
34 —/+ AA BM B
69° +/+ AA BM B

Gl 81 55 55 (3)
CR 40 40 68 (26)
Gl 33 33 33 (5)
Gl 46 12 29 (50)
Gl 89 47 67 (50)
IP 70 49 56 (52)

D/R, donor/recipient; BM, bone marrow; PB, peripheral blood; CR, chorioretinitis; GIT, gastrointestinal tract (gastritis); IP,
interstitial pneumonitis; N-PCR + , positive nested polymerase chain reaction; AGM + , positive antigenaemia.

2 Patients with acute GVHD.

that the techniques were equally suitable for active
CMV infection and for controlling the efficacy of
antiviral therapy in marrow transplant recipients.
Whole blood is superior to plasma for the detection of
active CMV infection by PCR assay, whereas peripheral
blood leukocytes (PBL or ‘buffy-coat’) and peripheral
blood mononuclear cells (PNMC) are equivalent.3?
Several techniques are currently available for the
early detection of CMV, including quantitative PCR,>>
the detection of mRNA3* and a hybrid capture assay.>*
These techniques have not yet been adequately
compared others currently available.>®

Late active CMV infection occurred in eight
patients in the universal prophylaxis group and in
one patient in the pre-emptive therapy group. A
longer surveillance of CMV has been reported in
only a few studies?®3” and the identification of a
late active CMV infection generally only occurs if
symptomatic.?’ Since late active CMV infection
predisposes to late CMV disease,?' it would be
interesting to monitor patients at a higher risk for
late disease, such as those with acute and chronic
GVHD,*” for an extended period. Depending on the
patient risk profile, the incidence of late disease
may be as high as 18% in surviving myeloablative
transplanted patients 3 months after transplan-
tation.?® Pre-emptive therapy has the potential to
minimize the occurrence of late CMV disease.>®
Despite the recurrence of CMV infection in our
study, late CMV disease was not observed.

In Brazil, which has an unfavorable epidemiology
for CMV,® most patients depend on governmental
support.®® Thus, by using N-PCR?'®*% and/or
AGM, 315 two sensitive, non-invasive and low-cost
techniques for CMV detection, patients with a
propensity for developing CMV disease can be
readily identified and pre-emptive therapy insti-
tuted. This should allow early treatment prior to
the development of significant clinical CMV disease,
thereby avoiding the toxicity related to antivirals
and the high cost of universal prophylaxis.
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Table 4 Relationship between AGM and N-PCR during follow-up of 69 patients after HSCT

AGM/N-PCR Only AGM  Only N-PCR  AGM (+) before ~ N-PCR (+) before ~ AGM and N-PCR

negative positive positive N-PCR (+) AGM (+) simultaneously positive
Group A (n=45) 9 (20%) 5(11.1%) 13 (28.9%) 4 (8.9%) 8 (17.8%) 6 (13.3%)
GroupB (n=24)  5(20.8%) 3 (12.3%) 3(12.3%) 1 (4.16%) 10 (41.6%) 2 (8.3%)
Total (n = 69) 14 (20.3%) 8 (11.6%) 16 (23.2%) 4 (5.8%) 18 (26%) 8 (11.6%)
P NS NS NS NS 0.045 NS
(+)—positive.
2 Fisher test
favorable CMV serology in matched, unrelated In our study, both N-PCR and AGM were equally

donors (MUD)?®* and also in sibling-matched effective in diagnosing CMV active infection and
donors,3" thus indicating that pre-emptive therapy  disease. Hebart et al.2” compared CMV antigenaemia

has the same impact as universal prophylaxis. versus PCR of whole blood and plasma and showed
a
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Figure 1 Kaplan-Meier product-limit estimates of the probability of survival during the first 150 days (a) and 1152 days
(b) after transplantation.
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Table 3 Recipient (R) and donor (D) CMV serostatus and outcome (active CMV infection, recurrence, and disease) following

allogeneic transplantation in Groups A and B

CMV serostatus Active CMV infection n (%)

CMV recurrence, n (%) CMV disease, n (%)

Group A

D+ /R+ 29/37 (78.4)
D+ /R - 4/5 (80)
D-/R+ 3/3 (100)
Group B

D+ /R + 14/17 (93.3)
D-/R+ 3/4 (75)
D-/R— 2/5 (40)

5/29 (20.7) 2/37 (5.4)
0/4 (0) 0/5 (0)
1/3 (33.3) 0/3 (0)
4/14 (21.4) 3/15 (20)
1/3 (33.3) 1/4 (25)
0/2 (0) 0/5 (0)

Fisher test—p = NS.

univariate analysis (Cox proportional hazards
models), no significant risk factors for active CMV
infection detected by AGM and/or N-PCR were
identified in Group A. In Group B, sex of recipient,
age of recipient, age of donor had a significant
value (P = 0.047).

Survival and mortality. The survival rates for
patients who received ganciclovir universal prophy-
laxis and those who received pre-emptive therapy
were 88.9 and 79.2%, respectively, at day 150 and
77.5 and 74.8%, respectively, at day 1152 (Fig. 1(a)
and (b)).

Causes of death. Ten patients died. Two of these
from Group B (20%) died of CMV disease (one IP and
the other Gl). There were three deaths (30%) due to
acute GVHD, two in Group A and one in Group B. Two
deaths resulted from bacterial infection (one in
each group), two from a relapse (one in each group)
and one (Group A) from early disease progression.

Discussion

In populations with a high seroprevalence of CMV,
where the maintenance of adequate stocks of CMV-
seronegative products and the use of leukodepleted
blood is expensive, the use of ganciclovir universal
prophylaxis has been advocated for most patients
with a positive serology and haematological neo-
plasias.'® Our BMT Unit started in 1993, when
monitoring tests for CMV infection were unavail-
able. Ganciclovir universal prophylaxis was intro-
duced because of an unfavorable epidemiology and
a lack of tests. In 1998, appropriate tests became
available but universal prophylaxis was maintained
in order to assess its usefulness. The results
described here summarize our experience in using
these approaches in the context of financial con-
straints in a developing country, where the majority
of patients and donors are CMV seropositive and
there is a high risk of CMV infection.

The high incidence of active CMV infection
detected by N-PCR and AGM in our patients was
comparable to previous reports for HSCT.?' 23
Although the proportion of CMV seronegative
donors or recipients was small, almost all of the
positive N-PCR and AGM tests were from CMV
seropositive patients in both therapy groups. In
agreement with previous studies,?*?> detection of
the onset of active CMV infection was delayed in the
universal ganciclovir prophylaxis group compared
to the pre-emptive group (P = 0.007). Laboratorial
surveillance indicated that all patients with CMV
disease were detected precociously but, despite
preventive therapy, the overall incidence of CMV
disease was 8.7%. This is comparable to recently
reported incidences of 0- 16%.%6~3° Known risk factors
for CMV disease, such as active CMV infection, acute
GVHD and bone marrow source of transplant cells,”
were also present in our patients. All patients with
CMV disease had at least one of these risk factors. No
other risk factors were identified in either group. The
organ most commonly affected with CMV disease was
the gastrointestinal tract, as reported in other
series,” and is a problem in allogeneic bone marrow
transplantation.

Although our groups were not randomized, they
represented two populations with a high percen-
tage of CMV seropositivity in adults and children.
There was no significant difference in the rates of
active CMV infection between the two groups. CMV
disease was also not significantly different, even
though there was a trend towards a higher
percentage of affected patients in the pre-emptive
group in which all diagnosed patients had severe
aplastic anaemia.

The overall mortality was unaltered in both
groups at day 1152 post-transplant. This could
indicate that there was no superiority of universal
prophylaxis when compared to pre-emptive therapy
in highly seropositive populations for CMV. Similar
results have been observed in patients with a more
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analyzed using descriptive statistics (median and
ranges for continuous variables and percentages for
categorical variables). The probability of events
(positive antigenaemia and positive N-PCR) and
survival curves were analyzed using Kaplan-Meier
product limit estimates.'® Univariate regression
analysis was done using Cox proportional hazards
regression models. The risk factors evaluated
included stem cell source, age of donor, age and
sex of recipient, sex of donor versus recipient,
malignant disease, CMV prophylaxis, recipient-
donor CMV serostatus, and acute GVHD. The
sensitivity, specificity and positive and negative
predictive values were as defined elsewhere.? A P
value of <0.05 indicated statistical significance. All
statistical analyzes was done using S-Plus 2000
software (Math Soft Inc.).

Results

Diagnosis of active CMV infection after transplan-
tation. Fifty-five patients (79.7%) were infected
during monitoring with N-PCR and AGM, with a total
of 66 episodes of active CMV infection. These 55
CMV-infected patients are summarized in Table 2.
Recipient-donor serostatus and active CMV
infection and recurrence. Table 3 shows the
incidence of active CMV infection, of recurrence
after stopping ganciclovir treatment, and of CMV
disease based on CMV donor/recipient serostatus.
Relationship between AGM and N-PCR. The
relationship between AGM and N-PCR of studied
patients obtained at diagnosis are summarized in
Table 4. In Group A, the positive predictive value of
the AGM assay was 78.3% and the negative
predictive value was 40.9%. In Group B, these
values were 81.3 and 62.5%, respectively, using N-
PCR as the reference standard. The sensitivity and
specificity of the AGM assay were 58 and 64.3% in

Table 2 Incidence of active CMV infection

Group A, and 82.3 and 62.5% in Group B,
respectively.

CMV active infection and GVHD. When we paired
the first positive N-PCR and/or AGM with the
occurrence of acute GVHD grades II-1V, 9/9 patients
with aGVHD had active CMV infection and 46/60
patients without a GVHD did not had active CMV
infection. (p = NS).

Late active CMV infection and disease. Eleven
patients in Group A and five patients in Group B with
late active CMV infection were evaluated for late
CMV disease because of a risk of CMV. Late CMV
disease did not occur in these patients until 150
days after transplantation.

Incidence of CMV disease. Six out of 55 patients
(10.9%) developed CMV disease. Two of these
patients died by CMV disease (33.3%). In Group A,
CMV disease occurred in 2/36 patients (5.5%) (days
+33 and +81). These patients were affected by
chronic myelogenous leukaemia (CML) and myelo-
dysplastic syndrome (MDS) and presented CMV
gastrointestinal (Gl) disease. Both patients were
successfully treated with GCV. In Group B, CMV
disease occurred in 4/19 patients (21%) (days +40,
+46, +70 and +89). These patients had severe
aplastic anaemia; one developed CMV-retinitis, two
had Gl disease, and the fourth died from CMV-
interstitial pneumonitis (IP). All six patients who
developed CMV disease were CMV seropositive
allogeneic HSCT recipients. The disease occurred
within 100 days after the transplant, and N-PCR and
AGM became positive prior to the development of
CMV disease in a median time of 43.5 days (range
12-55) and 55.5 days (range 29-68), respectively.
No late CMV disease occurred in any of the 69
patients (Table 5).

Risk factors for active CMV infection before day
150 after transplantation. The risk factors eval-
uated included stem cell source, age of donor, age
and sex of recipient, sex of donor versus recipient,
malignant disease, CMV prophylaxis, recipient-
donor CMV serostatus and acute GVHD. Using

Group A Group B P
Patients, n (%) 45 (65.2) 24 (34.8) -
Patients with active CMV infection by N-PCR and/or AGM (%) 36 (80.0) 19 (79.2) NS?
Median time—days (range) 54 (0-145) 26 (0-103) 0.007°
Positive N-PCR (%) 31 (68.9) 16 (66.7) NS?
Median time—days (range) 54 (0-145) 24 (0-86) 0.004°
Positive AGM (%) 23 (51.0) 16 (66.7) NS®
Median time—days (range) 62 (17-131) 34 (5-103) 0.045°

N-PCR, nested-PCR; AGM, antigenaemia; NS, not significant.
2 Fisher’s exact test.
b Wilcoxon test.
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Table 1 Characteristics of the groups studied

Characteristic

Group A (n = 45) Group B (n = 24)

Age—median in years (range)
Sex—male/female

Underlying disease—n (%)

Malignant disease
Acute lymphocytic leukaemia (ALL)
Acute myelogenous leukaemia (AML)
Chronic myelogenous leukaemia (CML)
Myelodysplastic syndrome (MDS)

Non-malignant disease
Severe aplastic anaemia (SAA)

Acute GVHD—n (%)
Grades 0-1
Grade ll
Grades IlI-1V

Pretransplant CMV serostatus—n (%)
R-/D+,R+/D—-,R+/D+
R—-/D—

Conditioning regimen—n (%)
Bu (16)/Cy (120)
Bu (16)/Cy (120) + VP-16 (40)
TBI (13.2 Gy) + Cy (120)
Cy (200)
TBI (13.2 Gy) + VP-16 (40)

GVHD prophylaxis—n (%)
CSP/MTX
CSP/Pred
CSP

Stem cell source
Bone marrow
Peripheral blood
Bone marrow + peripheral blood

31.6 (8-59) 20.9 (2-53)
30/15 18/6

2 (4.4) 2 (8.3)

9 (20.0) 4 (16.6)
33 (73.3) 5 (20.8)
1(2.2) -

- 13 (54.0)
4 (11.0) 5 (26.0)
41 (91.1) 19 (79.2)
2 (4.5) 1(4.1)

2 (4.5) 4(16.7)
45 (100) 19 (79.2)
- 5 (20.8)
41 (91.1) 12 (50.0)
1(2.2) 3 (12.5)
3(6.7) -

- 8 (33.3)
- 1(4.2)
44 (97.8) 21 (87.5)
1(2.2) -

- 3 (12.5)
26 (57.8) 23 (95.8)
18 (40.0) 1(4.2)
1(2.2) -

Bu (16), busulfan (16 mg/kg); Cy (120/200), cyclophosphamide (120 and 200 mg/kg); VP-16, etoposide (40 mg/kg); GVHD, graft-
versus-host disease; TBI, total body irradiation; CSP, cyclosporine; MTX, methotrexate; Pred, prednisone.

episode of infection. Late active CMV infections and
diseases were defined as those occurring more than
100 days after transplant.

Ganciclovir universal prophylaxis. All patients in
Group A received ganciclovir prophylaxis at a dose
of 5mg/kg i.v., once daily, three days per week,
from the engraftment until day 75 after the
transplant.'® CMV-seronegative patients and donors
and patients with aplastic anaemia did not receive
ganciclovir prophylaxis. This strategy was based on
an established institutional protocol. When neutro-
penia occurred, granulocyte colony-stimulating
factor (G-CSF) was administered until the absolute
neutrophil count was >500 cells/pl.

Treatment of active CMV infection. Patients in
Group A with proven active CMV infection received
ganciclovir (5 mg/kg, i.v.) twice a day for 7 days
followed by a maintenance dose of 5 mg/kg/day,
i.v., three times a week for 4 weeks. Treatment was

restarted if active CMV infection remained
detectable.

Ganciclovir pre-emptive therapy. Patients in
Group B with proven active CMV infection received
ganciclovir in the same dose as described above.
Pre-emptive therapy was discontinued only after
the end of the maintenance dose and if CMV
infection was not detected.

Treatment of CMV disease. CMV disease was
treated with ganciclovir (5 mg/kg, i.v.), twice a day
for 21 days, followed by a maintenance dose of
5 mg/kg/day, i.v., three times a week for 4 weeks.

Statistical analysis. The proportions of patients
within each characteristics and outcome group
were compared by Fisher’s test while comparisons
of continuous variables were done with the Wil-
coxon rank sum test. The status of the patients was
monitored for up to 150 days after transplant or up
to 1152 days for overall survival. All data were
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