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Premessa
Il presente progetto si sviluppa nellambito deioggammi di attivita volti a migliorare
I'appropriatezza prescrittiva e analitica delleaguhi di laboratorio

Scopo

Human CytomegalovirugHCMV) e una causa importante di morbilita e mortali¢arei riceventi
trapianto di organo solido (SOTR) sia di cellulansinali ematopoietiche (HSCTR). Nei pazienti
trapiantati di organo solido come rene, cuore, tiegpolmone e pancreda$CMV e la principale
causa di morbilita e mortalita durante i primi seinesi dopo il trapianto.
L’infezione e caratterizzata da febbre, leucopemiambocitopenia, con o senza disfunzione
d'organo specifico.

Una diagnosi tempestiva ed accurata di infeziond@®V diventa d’obbligo in queste tipologie di
pazienti, da un lato per intervenire in tempi ragigprevenire la malattia e dall’altro per gestire
maniera corretta il paziente. Sono state adottagestrategie principali per prevenire la malataa d
HCMV: la profilassi con agenti antivirali, o il pre-tamento dei riceventi di organi solidi, che
sviluppano evidenza di infezione durante lo scregrdi routine. Le ultime linee guida hanno
ampiamente dimostrato che il trattamento preventiwo agenti antivirali di pazienti viremici é
stato ormai adottato come alternativa alla prddilas routine per prevenire la malattia HEMV.
Scopo di questo protocollo € fornire un ausiliolaaliagnostica di laboratorio di infezione da
HCMV in modo da consentire di valutare al meglio i iene i rischi di preventivi regimi di
trattamento e profilassi con farmaci antivirali gestire gli effetti indiretti dell’infezione (rige
acuto, perdita dell'organo trapiantato, infezigmportunistiche, fino a morte) nei riceventi trapi@n
di organo solido e di cellule staminali ematopaiati. Nella stesura del protocollo diagnostico, con
I'obiettivo finale di fornire un supporto “basatalke evidenze”, che fosse soprattutto di pratico us
nella gestione del paziente con una infezioneHiZMV, per quanto riguarda la forza delle
raccomandazioni e il livello delle evidenze, sotaiesseguite le Linee Guida deénter of Control
DiseasegCDC) utilizzando ilgradingriportato nella Tabellal.



Nelle varie sezioni, quando possibile, sono stagerite con le raccomandazioni il livello di forza
di qualita della evidenza a loro supporto, basatersyrading espresso dalle lettere A, B, C,D e E
(forza della raccomandazione) e dai numeri romgalhid 111 (livello delle evidenze).



Introduzione

Human Citomegaloviru® Herpes virus umano tipo HCMV), appartiene alla famiglia delle
Herpesviridae sottofamigliaBetaherpesviridaell virus presenta un capside proteico icosaedrico
composto da 162 capsomeri ed un involucro lipojotehe racchiude un corredo genomico
formato da una singola macromolecola di DNA a dapgica lineare della lunghezza di circa 240
Kb. Le dimensioni del virus sono dell’ordine dei0t850 nm.

Il materiale genetico si trova racchiuso in una rioat proteica ed uno strato amorfo, tutto
circondato da un doppio strato lipidico contenenteomplessi glicoproteici virali definito
pericapside. L'infezione avviene col contatto ggtoteine cellulari dell'ospite che interagenda co
le proteine virali di superficie dell’agente virdi@voriscono la produzione immediata di citochine
per una risposta pro-inflammatoridCMV presenta la capacita di rimanere latente, integnat
cromosoma ospite fino a quando ad esempio un evBrdtsess immune ne fa attivare i fattori di
trascrizione, attivando cosi la replicazione viraleuindi la trascrizione di 3 classi di mRNA:
immediateearly, early, late. La risposta immunitaria al virus € basata sidisuhunita innata
(cellule natural killer) che sullimmunita adattai (cellule T). La risposta T cellulare citotossica
CD8+ viene diretta quasi esclusivamente versodéema strutturale fosfoproteina 6pp65

Aspetti clinico-epidemiologici e patogenetici.

Human CytomegaloviruHCMV) € un virus ubiquitario che pud determinare vaiigdromi sia
nell’adulto che nel bambino.

Una caratteristica peculiare del virus € la capatiiinfettare una varia gamma di tipi cellulariro®

ad esempio le cellule epiteliali delle mucose éedgthiandole, i fibroblasti dei tessuti connettie,
cellule endoteliali e le cellule muscolari liscd ttatto intestinale.

L'uomo e l'unico serbatoio di diffusione del virul cui trasmissione da individuo a individuo
avviene tramite fluidi corporei come sangue, salivana, liquido seminale, secrezioni vaginali e
latte. Il contagio puo avvenire tramite contati itndividui, per trasmissione congenita durante la
gravidanza, durante l'allattamento per trasfuseotrapianto di organi infetti.

La trasmissione puo essere quindi verticale o ontale e dopo il primo contatto con il virus, ci
possono essere riattivazioni, durante le qualiomi compaiono nelle urine e nella saliva. Neigae
sviluppati, con un elevato standard di igiene,0%/della popolazione & venuto a contatto con il
virus. HCMV e un virus opportunista, in pazienti normocompitéinfezione raramente diventa
sintomatica. Le infezioni primarie in soggetti imnmcompetenti spesso sono latenti e non
diagnosticate. | principali siti di infezione serabo essere le cellule mononucleate di sangue
periferico peripheral blood mononuclear cePBMC) e le cellule endoteliali. Il virus si magrie
silente nei monociti/macrofagi e i soggetti coninfezione latente possono, ad intermittenza,
riversare il virus nei propri fluidi corporei e donseguenza infettare altri soggetti.

Per quanto riguarda invece i pazienti con disordimmunitari, sussiste un rischio elevato di
sviluppare infezioni d&dlCMV e il virus pud provocare importanti e gravi pagMoin particolare
agli occhi, fegato, sistema nervoso che possonariadin‘alta percentuale di morbilita e mortalita.
| soggetti piu a rischio sono le donne in gravigaitz quanto il virus é in grado di oltrepassare la
placenta e causare gravi danni al feto, soggettiunbcompromessi come trapiantati d’'organo e
midollo e pazienti HIV positivi. In questi soggettinfezione pit comunemente nasce dalla
riattivazione di virus endogeno come risultato mimunosoppressione. Tra le infezioni da virus
erpetici, quelle da citomegalovirus umahktiCMMV) rappresentano un pericolo maggiore nei soggetti
riceventi sia un trapianto di organo solido (SOT&)e un trapianto di cellule staminali
ematopoietiche (HSCTR). Il pericolo maggiore € rappntato dalla polmonite, che si puod
verificare con maggiore frequenza nei primi tre ngdego il trapianto (Tabella2).

L'infezione attiva d&CMV (soprattutto nel paziente HSCTR) va diagnostioad#o precocemente
(prima che si manifesti clinicamente) perché lape antivirale sia efficace.



La prevenzione dell'infezione da HCMV viene defmisulla base del gruppo di rischio a cui
appartiene il ricevente da trattare e sulla bateegéne immunosoppressivo al quale e sottoposto. |
riceventi con un elevato rischio di infezione prirmada HCMV (D+/R-) vengono sottoposti a
profilassi per i 3-6 mesi successivi al trapianfpgazienti a basso rischio (R+) possono essereave
monitorati settimanalmente durante il follow-up pdspianto al fine di identificare e trattare
tempestivamente la malattipréemptive therapy

Diagnosi di laboratorio

La diagnosi precoce d’infezione causataHfzMV riveste un ruolo molto importante per attuare le
misure piu adeguate per trattare o prevenire Viioiee virale.

La scelta del campione biologico piu adatto peridarca del virus € un punto di partenza da cui
non si puo prescindere nella diagnosi d’'infezioa¢d@MV. Infatti, mentre per tutte le tipologie di
pazienti il materiale biologico su cui effettuatimdagine puo variare dalla saliva, alle secrezioni
cervicali, latte materno, urine, plasma, per i patitrapiantati sia di organo solido che di midoll
solo i campioni biologici che devono essere prastansiderazione sono: il sangue intero e/o il
plasma per la diagnosi d’infezione sistemica enngani bioptici o le secrezioni per la diagnosi
d’infezione d’organo.

Diagnosi di infezione attiva

La diagnosi di laboratorio di infezione attiva &MV si basa sulla rilevazione del virus o dei suoi
prodotti nel sangue. Dalla fine degli anni '80,allge tecniche sono state sviluppate per questo
scopo: I'isolamento del virus standard del virusapido con la coltura cellulare su vetrirghéll-
vial), il rilevamento dipp65in leucociti del sangue perifericog65antigenemia), il rilevamento e
la quantificazione del DNA virale (DNAemia). La denhinazione quantitativa della carica virale
nel sangue ha dimostrato avere un elevato valaygnpistico per lo sviluppo della malattia in
soggetti HSCTR e SOTR. Tra le diverse tecnichehard¢solamento virale rapido con il metodo
shell vial fornisce risultati quantitativi altamente cortetzon il livello reale di replicazione virale e
da informazioni sulla efficacia della terapia amale. Cio nonostante, i metodi basati sui test in
coltura hanno un basso valore predittivo, possamaegare da 48 ore a 3 settimane e hanno una
possibilita d'uso limitata, in particolare per izmnti immunocompromessi. E’ stato anche
riscontrato che mancano di sensibilita per fornirglicazioni sulla terapiapre-emptive
L’antigenemia, ampiamente utilizzata in passatanéora oggi adottata in molti centri sia per la
diagnosi di infezione dBICMYV sia per I'orientamento della terapia preventivalato quantitativo
che fornisce si e dimostrato essere facilmentedataizzabile nella gestione dell’infezione, tuttavi
l'interpretazione dei risultati rimane soggettivail gest non & automatizzabile, in vista della
necessita di gestire un numero sempre piu elevatandpioni al giorno. In aggiunta, a causa delle
proprieta biologiche dpp65 (che viene sintetizzata nelle cellule endoteli#ettate e trasferita nei
leucociti), la quantificazione nei polimorfonucleabn e direttamente correlata con il livello reale
di replicazione virale, fornendo in casi particolaformazioni fuorvianti. Il test per la ricercakh
pp65 e laborioso, di difficile esecuzione su soggettivgmente neutropenici e prevede che |l
sangue sia trattato entro sei ore dal prelieva, lalte del fatto che I'antigenemia tende a dimenuir
durante la conservazione. Questi limiti vengonoesai con i saggi molecolari. La quantificazione
del DNA virale medianteeal-time PCR ha dimostrato fornire risultati altamentedshili. | DNA
virale puo essere quantificato in materiali divecsime leucociti, plasma o sangue intero, cosa che
consente di determinare sia virus privo di celkehe cellula-associato. Tuttavia, dato che nei vari
centri di trapianto sono utilizzati sistemi diversiliventa fondamentale una metodologia
standardizzata, uno dei motivi per cui il laboratodi biologia molecolare aderisce ad un
programma di controllo qualita che svolge periodieate garantendo un elevato standard di qualita
e riproducibilita del risultato.

La localizzazione d’organo del virus e diagnosticasaminando biopsie di organi o, in alternativa,
secrezioni, come il lavaggio broncoalveolare peénfdzione polmonare tramite tecniche di
immunoistochimica e/o saggi virologici (quantificaze del DNA virale o isolamento del virus).



Per quanto riguarda invece i saggi sierologici, tordeterminazione di IgG o IgM specifiche,
guesti non si sono rivelati essere utili nella diag) e successivo monitoraggio di infezione da
HCMV in HSCTR e SOTR. La ricerca anticorpale trova tinfsignificato nella definizione del
rischio per lo sviluppo dell'infezione quando esémunel donatore e nel ricevente prima del
trapianto. A discapito di tale monitoraggio, € resaio valutare che bassi livelli di IgG specifiche
per HCMV potrebbe essere rilevato in pazienti candidatitrapianto se hanno ricevuto
somministrazioni di prodotti ematici o immunogloimg, pur non avendo mai incontrato il virus.

Raccomandazioni

- La determinazionequantitativa della carica virale nel sangue édatdi in quanto ha un elevato
valore prognostico per lo sviluppo della malat@&HCMV (Al).

- La quantificazione del DNA diCMV su sangue intero e il test elettivo per il moraggio della
carica virale, poiché correla direttamente corefdicazione virale e i sintomi clinici (Al).

- Per la diagnosi di localizzazione d’organo, dev@ssere esaminati una biopsia d’organo (o, in
alternativa, secrezioni o il lavaggio broncoaleselper I'infezione polmonare) (A IlI).

Monitoraggio virologico

Il monitoraggio della carica virale deve esseregege durante i primi tre mesi dopo il trapianto
settimanalmente (o0 almeno durante i primi 2 mesipgni 2 settimane nel terzo mese).

Con un dato di DNA-emia positivo (infezione attiga HCMV) il monitoraggio deve essere piu
frequente (2 determinazioni/settimana). Questonaragia di sorveglianza costante dell’infezione é
stato dimostrato in diversi studi prospettici nahosper evidenziare tempestivamente i pazienti a
rischio di sviluppo diHCMV, ma anche per permettere in tempi rapidi l'inidioun intervento
antivirale. Oltre tre mesi dopo il trapianto, peitare insorgenza tardiva di malattia HEMV, la
sorveglianza deve essere effettuata: mensilmengd, caso di un aumento della terapia
immunosoppressiva oppure sulla base di qualsiaistamione clinica suggestiva di infezione da
HCMV. Nel caso di un'infezione attiva, il monitoraggsettimanale o bisettimanale non é
sufficiente e andrebbe aumentato nella frequenazan@o viene sospettata la localizzazione
d'organo, i campioni da esaminare sono la biopergahno o le secrezioni locali sia in presenza o in
assenza dHCMV DNA. Nei trapiantati di polmone, il monitoraggiceliHCMV-DNA viene
eseguito su campioni di BAL in concomitanza comisascopia di routine (Figural).

Monitoraggio immunologico

E' ampiamente accettato che nel controllo delliidee intervengono meccanismi di risposta
immunitaria specifica cellulo-mediata. La gravit&llthfezione da HCMV e il grado di
coinvolgimento degli organi correla con una rispasamunitaria mediata da linfociti T-CD4 + e
CDS8 +, mentre I'assenza di cellule T si osservapisodi di riattivazione dell'infezione. | metodi d
laboratorio per il dosaggio dei linfociti T sono hioma appare dal punto di vista clinico
ragionevole presumere che una determinazione imlogica simultaneamente ad dollow-up
virologico puo migliorare la gestione dei paziemtipiantati con infezione dllCMV, anche se
diventa eccessivo in soggetti con efficiente sistémmunitario (Figural).

Raccomandazioni

- La DNA-emia durante il primo dei tre mesi doptrépianto andrebbe effettuata ogni settimana.

- Con il sospetto clinico di infezione attiva d&CMV, il monitoraggio dovrebbe essere piu
frequente (2 determinazioni a settimana) (Al).

- Dopo tre mesi dal trapianto, per evitare I'ingarga di malattia tardiva, il monitoraggio della
carica virale deve essere effettuato mensiimehB). (

- Nei soggetti HSCTRil metodo di scelta per la prevenzione delle nig@ddiCMV e la strategia
preventiva, la profilassi dovrebbe essere adoftata in centri dove non puo essere effettuato il
monitoraggio virologico (A ).



- Alcuni studi indicano di iniziare la terapjre-emptivecon un livello DNAemia di 4 log1l0
(10.000) copie/ml di sangue. La terapia deve espes@atta fino a DNAemia negativa (Al).
- La DNAemia su sangue intero deve effettuata sgttimanalurante il primo dei tre mesi dopo il
trapianto. Con infezione attiva il monitoraggio devessere piu frequente (2
determinazioni/settimana) (Al).

- Oltre tre mesi dopo il trapianto, per evitareoigenza tardiva dimalattia, il monitoraggio deve
essere effettuato mensilmente (Il B).

- Nei soggetti SOTRIil metodo di elezione per la prevenzione delle miglddHCMV é la terapia
preventiva (Il A).

- La terapia deve essere iniziata dopo aver ragmiun livello di DNAemia oltre 100.000 copie /
ml di sangue e continuare fino a negativita delN®@mia. Lo stesso cutoff pud essere usato per le
infezioni primarie e ricorrenti (Al).

- I monitoraggio del viral load nel BAL dei trapitati di polmone é suggerito (B III).

- Le strategie di prevenzione ottimale dovrebbesressleterminata inparticolari popolazioni di
pazienti, come i trapiantati multi viscerale.

Farmacocinetica e meccanismi di resistenza tarmaci.

In caso di persistenza di DNAemia (o viremia) s@oosigliati saggi di farmaco-resistenza. Va
sottolineato, tuttavia, che un aumento dell’antegaia durante i primi 10-15 giorni di trattamento
(non accompagnato da un concomitante aumento didDiNA e dei livelli di viremia) non indica
fallimento della terapia, ma, come nelle infezipnimarie di SOTR, & dovuto ad un eccepp65
sintesi durante la replicazione virale. La mancadzaun trattamento antivirale efficace puo
verificarsi anche in assenza di mutazioni nel gemeirale. In tali casi si impone una valutazione
della concentrazione plasmatica di farmaco e caresggmente una rivalutazione del regime di
terapia immunosoppressiva.

Raccomandazioni

- In caso di infezione dACMYV, il trattamento antivirale deve proseguire finecamparsa del virus
dal sangue o dall’organo coinvolto (Il A).

- In caso di aumento di DNAemia durante il trattatoe deve essere verificata una possibile
resistenza al farmaco (A IlI).



Tabellal Recommendations and grading according to the UStates Centers for Disease Control
(adapted from Gross et al., 1994)

Strength of recommendations

A Strong evidence for efficacy and substantial ichh benefit.
Strongly recommended.

B Strong or moderate evidence for efficacy, butyolnmited
clinical benefit. Generally recommended.

C Insufficient evidence for efficacy; or efficacyoes not

outweigh possible adverse consequences or costs of
chemoprophylaxis or alternative approaches.

D Moderate evidence against efficacy or of advess&come.
Generally not recommended.

E Strong evidence against efficacy or of adverdeasne. Never
recommended.

Quality of evidence supporting recommendation.

I Consistent evidence from controlled clinical gy Evidence
from at least one well designed randomized trial, &am case of
laboratory studies, consistent evidence from coatpar
studies.

[l Evidence from at least one well-designed clihicgl without
randomization, from cohort or case-controlled atedy
studies (preferably from more than one centre), from
multiple time-series studies or dramatic evidenaemf
uncontrolled experiments.

Il Evidence from opinion of respected authoritibased on
clinical experience, descriptive studies or repdmsn expert
committees.

Tabella2. Sistemic syndrome and a end organ-diseas

Systemic syndrome End-organ disease

Sintomi e segni clinici -Febbre>38°C -Coinvolgimento d’organo
-Leucopenia (polmone, fegato, apparato
-Trombocitopenia gastrointestinale e nervoso)

-Transaminasi epatiche>2 volte
il range (esclusi i trapiantati di
fegato)

Dato di laboratorio -IgM/1gG sieriche positive | -HCMV DNA nel plasma
-HCMV DNA nel plasma -HCMV nelle biopsie tissutali




Sintesi

In relazione ai diversi tipi di trapianto e ai poblli di immunosopressione e possibile, sulla base
della determinazione quantitativa HICMV ed il riconoscimento di specifici valori di cutfof
predittivi per lo sviluppo di malattia, iniziarerégie farmacologiche antivirali mirate prima della
comparsa della sintomatologia clinicaefapia pre-emptivg. Per questo i saggi di sorveglianza
devono essere prontamente disponibili, rapidi, iséng specifici per identificare una infezione
precoce daHCMV. Attualmente non ci sono criteri universalmentencadati per il livello di
viremia che richiede un trattamento o per il tessalveglianza piu appropriato. Tuttavia negli
ultimi tempi sono comparse diverse pubblicaziohnee guida internazionali (International Herpes
Management Forum) relative all'introduzione di nwtanolecolari per la sorveglianza delle
infezioni daHCMV. In tale ambito anche presso la nostra Unita Qperaono stati messi a punto
protocolli diagnostici per la determinazione quemiva di HCMV-DNA mediante “Real-Time
PCR”. | test molecolari rispetto alla determinazodi pp65 sono caratterizzati da maggiore
sensibilita, migliore standardizzazione e permettaim piu preciso controllo dell'efficacia
terapeutica. La definizione di valori sogliadial load come parametro guida del trattamento ha
gia generato e continua a fornire risultati di gi@mmpatto clinico per la terapia delle infezioai d
virus erpetici. | risultati positivi al DNA dHCMV nel plasma ottenuti con la tecnica PCR
dimostrano una buona correlazione con la positafifantigenemia e con I'aumento del rischio di
sviluppare la patologia sistemica d&MV. Diversi studi hanno dimostrato l'associazionectraca
virale e il rischio di sviluppare malattia. Studindotti su trapiantati di organi e malati di AIDS
hanno dimostrato che la rilevazione del DNAHICMV tramite PCR e altamente predittiva del
successivo decorso ed esito clinico della malafi#utazioni quantitative dei livelli di DNA hanno
dimostrato come cariche virali elevate e un aumeleita carica virale nel corso del tempo siano
associati a prognosi cliniche piu sfavorevoli pea serie di condizioni di rischio correlate al @iru
Inoltre i test molecolari quantitativi consentoheionitoraggio dell'efficacia della terapia antate

e la valutazione indiretta della resistenza virake refertazione della carica virale € raccomandata
nelle attuali linee guida per il trattamento daipiantati di organi solidi (per monitorare i pazien
che rischiano di sviluppare la patologiald&@MV e che necessitano di un‘adeguata profilassi) e a
scopo terapeutico per il monitoraggio dei pazieati malattia attiva. E inoltre raccomandato come
uno dei criteri diagnostici per l'identificazionelid malattia nei trapiantati di cellule staminali
ematopoietiche. La definizione di valori sogliavitial load come parametro guida del trattamento
ha come obiettivo primario I'adozione di intervedititipo terapeutico o preventivo che possano
essere eseguiti prima della comparsa di sintomictlcon terapia presintomaticgpoeemptive Nel
caso delle infezioni dBICMYV, si tratta infatti di stabilire dei valori sogldi viral load, al di sopra
dei quali € opportuno iniziare subito il trattaneeantivirale, ma al sotto dei quali il trattameptm
essere omesso risolvendosi l'infezione spontangam&osi il trattamento viene iniziato quando la
PCR diventa positiva (>1000 copie) per la primaa.dE 'obbligatorio confermare la positivita PCR
con un campione ripetuto entro 48 ore. In un paegigapiantato il valore di positivita € considerat
guando > 500 copie. Tuttavia, in questo cascsilltato deve essere confermato entro 48-72 ore
prima di iniziare la terapia. Se la PCR oscilla p@sitivo e negativo andrebbe impostato un
individualizzato piano di trattamento. Alcune linggida, tra cui il British Transplantation Society
(BTC 2004), la Cura per gli australiani con instifnza renale (CARI 2004) e la Societa Malattie
Infettive d’America (IDSA2005), sostengono chealttamento preventivo ha dimostrato di ridurre
il rischio di malattia d&ddCMV nei pazienti trapiantati di organo solido, anche dati sono molto
pochi, rispetto alla prassi attuale che e la pmefil antivirale di routine per tutti (ad ecceziahe
destinatari siero-negativi e di donatori siero-niegja Pertanto il trattamento preventivo € una
strategia promettente per la prevenzione delle trldaHCMYV oltre che una ottima strategia di
contenimento dei costi. Non va inoltre sottovaltelte solo con la terappe-emptiveg possibile
limitare l'inutile esposizione ad agenti antiviredin i potenziali effetti avversi.
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Figural. Monitoraggio virologico e immunologico pglevare linfezione daHCMV dopo il
trapianto: con risposta immunitariaHCMYV, in assenza di GvHD, i pazienti sono a rischio di
malattieHCMV (la sorveglianzadlCMV puo essere interrotta). Senza una risposta dellele T,
con trattamento con steroidi per GvHD, il monitay@gva proseguito o ripristinato. | pazienti senza
risposta immunitaria specifica sono candidati fpemhunoterapia adottiva.
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