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Resumo

Introducao: Citomegalovirus (CMV) ¢é
um dos agentes infecciosos mais comuns
em pacientes com transplante de 6rgaos
sOlidos, com morbidade e mortalidade
significativas.  Objetivo:  Este  estudo
visou estabelecer um limite para o inicio
do tratamento preemptivo. Além disso,
comparou o desempenho da antigenemia
com os resultados da qPCR in house.
Desenho do estudo: Este foi um estudo de
coorte prospectivo realizado em 2017 em um
centro Unico de transplante renal no Brasil. A
validagio clinica foi realizada comparando
resultados de qPCR i house, com o padrio
de atendimento na época (Antigenemia
para CMV Pp635). A andlise da curva ROC
foi realizada para determinar o limite ideal
para o inicio da terapia preemptiva baseado
nos resultados do teste qPCR in house.
Resultados: 232 amostras de 30 pacientes
foram testadas com antigenemia e qPCR,
das quais 163 (70,26 %) foram concordantes
(Coeficiente  Kappa: 0,435, p<0,001;
Correlagdo Spearman: 0,663). PCR permitiu
diagnosticos precoces. O numero médio de
dias para o primeiro resultado positivo foi
50 (intervalo, 24-105) para antigenemia e
42 (intervalo, 24-74) para qPCR (p<0,001).
A anilise da curva ROC revelou que em um
limite de 3.430 UI/mL (Log 3,54), qPCR teve
sensibilidade de 97,06% e especificidade de
74,24% (AUC 0,92617 = 0,0185, p<0,001),
na previsio de 10 células/10° leucdcitos
por antigenemia e na decisio do médico
de tratar. Conclusbes: Antigenemia para
CMV Ppé6S5 e qPCR para CMV mostraram
uma concordincia aceitivel e uma
correlagio moderada neste estudo. qPCR
in house revelou-se um método preciso para
determinar DNAemia do CMV em pacientes
transplantados renais, obtendo resultados
positivos semanas antes da antigenemia.

Descritores: Citomegalovirus; PCR,
Tratamento Farmacolégico, diagnéstico.

ABSTRACT

Introduction: Cytomegalovirus (CMV)
is one of the most common agents of
infection in solid organ transplant patients,
with significant morbidity and mortality.
Objective: This study aimed to establish
a threshold for initiation of preemptive
treatment. In addition, the study compared
the performance of antigenemia with
qPCR results. Study design: This was a
prospective cohort study conducted in
2017 in a single kidney transplant center in
Brazil. Clinical validation was performed
by comparing in-house gPCR results,
against standard of care at that time
(Pp65 CMV Antigenemia). ROC curve
analysis was performed to determine the
ideal threshold for initiation of preemptive
therapy based on the qPCR test results.
Results: Two hundred and thirty two
samples from 30 patients were tested with
both antigenemia and qPCR, from which
163 (70.26%) were concordant (Kappa
coefficient: 0.435, p<0.001; Spearman
correlation: 0.663). PCR allowed for
early diagnoses. The median number of
days for the first positive result was 50
(range, 24-105) for antigenemia and 42
(range, 24-74) for qPCR (p<0.001). ROC
curve analysis revealed that at a threshold
of 3,430 Ul/mL (Log 3.54), qPCR had a
sensitivity of 97.06% and a specificity
of 74.24% (AUC 0.92617 = 0.0185,
$<0.001), in the prediction of 10 cells/10°
leukocytes by antigenemia and physician's
decision to treat. Conclusions: CMV Pp65
antigenemia and CMV gPCR showed fair
agreement and a moderate correlation in
this study. The in-house qPCR was revealed
to be an accurate method to determine
CMV DNAemia in kidney transplant
patients, resulting in positive results weeks
before antigenemia.

Keywords: Cytomegalovirus; PCR, Drug
Therapy, Diagnosis
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ANTECEDENTES

O Citomegalovirus (CMV) (Ordem Herpesvirales,
Familia Herpesviridae, Subfamilia Betaberpesvirinae,
Género Cytomegalovirus, Espécie Betaberpesvirus
Humano 5) é uma das causas mais relevantes de
infec¢io em receptores de orgdos transplantados,
resultando em morbidade e mortalidade significativas!.
A infeccdo pode originar-se do 6rgdo transplantado
ou mais comumente devido a reativagido de infecciao
prévia (latente) por CMV no receptor do transplante?.

A maioria dos pacientes sob risco de infeccao/
doenca por CMV é monitorada com testes diagndsticos
visando uma detecgdo precoce de infeccao por CMV,
na assim chamada estratégia “preemptiva”. O
monitoramento laboratorial para terapia preemptiva
foi realizado nos primeiros anos com antigenemia
para CMV Pp65. No entanto, os ensaios moleculares
substituiram a antigenemia para se tornarem o
padrdo-ouro para o diagndstico e monitoramento do
CMV3, Contudo, devido a grandes variagdes entre
ensaios, nenhum consenso universal foi alcangado
sobre o limite para iniciar a terapia contra o virus®>,

Neste cendrio, este estudo visou estabelecer um
limite para o inicio do tratamento preemptivo contra
0 CMV em uma coorte de pacientes transplantados
renais no Brasil. Além disso, o estudo comparou o
desempenho da antigenemia e um novo ensaio de
PCR quantitativo iz house em tempo real (qPCR),
que foi calibrado usando o 1° Padrio Internacional
da OMS para CMV Humano.

MATERIAL E METODOS

PACIENTES E AMOSTRAS

Este foi um estudo de coorte observacional
prospectivo realizado entre Janeiro e Abril de 2017.
Todos os pacientes transplantados renais adultos
(maiores de 18 anos) em atendimento na Santa
Casa de Misericérdia de Porto Alegre, Brasil, foram
considerados para inclusio no estudo. Os pacientes
foram acompanhados semanalmente por pelo menos
trés meses apds o transplante renal. Amostras de
plasma para testes de qPCR para CMV foram
coletadas semanalmente usando tubos EDTA de 4
mL. As amostras foram centrifugadas a 1.300 g por
15 minutos para separacdo do plasma e armazenadas
a-80°C até a extracdo do dcido nucleico ser realizada.

O célculo do tamanho da amostra foi realizado
para avaliar a sensibilidade e a especificidade do teste,
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sendo 204 o nimero de amostras necessarias para o
estudo. Considerando que os pacientes sdo testados
para CMV em média 8 vezes durante os primeiros
trés meses de acompanhamento (de acordo com dados
locais) e considerando uma margem de perda de 20%,
30 pacientes foram inicialmente planejados para serem
incluidos no estudo. Entretanto, ao observar a baixa
adesdo de alguns pacientes em consultas e coletas
de exames, foram incluidos 51 pacientes. O critério
de inclusdo foi para pacientes maiores de 18 anos
de idade, que foram encaminhados para transplante
renal no hospital e diagnosticados com doenga renal
cronica. O critério de exclusdo foi ndo assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Como parte dos cuidados hospitalares de rotina,
os pacientes receberam terapia anti-CMV com base
nos resultados da antigenemia, com um limite de 10
células/10° leucdcitos - pacientes que apresentaram
menor contagem de células, mas mostrando sintomas
atribuiveis a doenca por CMV, também foram
submetidos ao tratamento anti-CMV.

COLETA DE DADOS

Foram coletados dados clinicos e demogréficos
para todos os pacientes que aderiram ao estudo.
Estas varidveis incluiram doencas subjacentes,
terapia de indugdo apds transplante renal, regime de
imunossupressio e sorologia para CMV, tanto para
doadores quanto para receptores.

ANTIGENEMIA PARA CMV PpPG5

O teste de antigenemia para CMV foi realizado
utilizando o Kit CMV Brite™ (IQ Products, Holanda),
como parte do monitoramento de rotina dos pacientes
para a infec¢do por CMV.

Ensaio be aPCR IN HOUSE

O ensaio qPCR quantitativo in house foi validado
analiticamente em um estudo prévio®. As amostras
de plasma utilizadas para o estudo foram extraidas
com o Kit de purificagdo de acido nucleico viral total
Maxwell® 16 (Promega, EUA) seguindo as instrugoes
do fabricante.

Os primers e sondas utilizados neste estudo foram
aqueles descritos por Ho e Barry e as sequéncias sao
mostradas no material suplementar com algumas
modificacdes no desenho da sonda’.

A reacdo de PCR foi realizada a um volume final
de 20 pL usando 4 pL de dgua ultrapura, 3 pL de
DNA extraido, 0,4 ptM de cada primer, 0,25 pM de
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cada sonda, 10 pL de GoTaq Probe qPCR Master
Mix (Promega, EUA) e 0,4 pL de carboxi-X-rodamina
(CXR) em uma diluicio de 1:50. As condicoes de
termociclagem para as reagdes de qPCR foram: 1
ciclo de 2 minutos a 50°C, 2 min a 95°C, seguido
de 40 ciclos de 15 seg a 95°C, e 1 min a 60°C, em
um sistema de PCR em tempo real de 7500 (Thermo
Scientific, EUA).

O padrio de calibragio primdrio utilizado foi o 1°
Padrdo Internacional da OMS para CMV Humano
(cédigo NCBI 09/132). O material foi preparado
conforme indicado pelo fabricante.

O padrio secundédrio utilizado no estudo foi
um plasmideo sintetizado pela Applied Biosystems
(Thermo Scientific, Brasil) com uma sequéncia
de genoma do CMV (material suplementar) e foi
validado utilizando o 1° Padrdo Internacional da
OMS para o CMV Humano (OMS) , gerando um
fator de conversdo para unidades internacionais. O
padrdo tinha uma concentragio inicial de 9,65 x 10*°
cOpias/mL.

Para determinar o limite de quantificagio (LQ)
e o fator de conversdo, dois operadores diferentes
realizaram os testes de sensibilidade analitica, em trés
dias distintos. O teste consistiu em uma curva que foi
amplificada em paralelo para uma dilui¢io de base
10 do padrio primirio e dos padrdes secundarios. O
limite de detec¢do (LD) foi determinado pelo ponto
mais baixo da curva, amplificado em 95% do tempo,
diluido em base dois, em triplicata. A concentragio
que amplificou consistentemente 95% do tempo foi
testada novamente, em triplicata.

O fator de conversio foi calculado pela mediana
da divisdo da concentragio de CMV (Ul/mL) a partir
do padrio primario (80% de eficiéncia na extracdo)
pelo nimero médio de copias/mL, para ambos os
genes, encontrado nos trés dias do teste para cada
um dos pontos da curva do padrio secundario. Os
pardmetros para qPCR sio mostrados na Figura
S1 no material suplementar. Somente resultados
acima do limite de quantificacdo e deteccdo foram
considerados positivos.

ANALISE ESTATISTICA

A comparagio entre os testes foi realizada utilizando o
coeficienteKappade Coheneocoeficientedecorrelacao
de Spearman. Os resultados foram interpretados de
acordo com Altman et al. (1990)% e Akoglu et al.
(2018)%, respectivamente. A comparacao de medianas
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de antigenemia e resultados de qPCR entre pacientes
assintomdticos e sintomaticos foi feita usando o
teste T para amostras independentes. Uma andlise
da Curva Caracteristica de Operagio do Receptor
(ROC, do inglés Receiver Operator Characteristics)
foi realizada para determinar o limite para iniciar
a terapia preemptiva. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo SPSS Software (Statistical Package for
the Social Sciences), versio 18.0.

ASPECTOS ETICOS

Os comités de ética da Universidade Federal de
Ciéncias da Satde de Porto Alegre e da Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre aprovaram o presente
estudo, de acordo com os preceitos da Declaragio
de Helsinque, pelos seguintes niimeros de protocolo:
1.820.875 e 1.885.683. O consentimento por escrito
foi obtido para todos os pacientes antes de entrar
no estudo. Todos os experimentos foram realizados
em conformidade com leis relevantes e diretrizes
institucionais e de acordo com os padroes éticos da
Declaragio de Helsinque.

REsuLTADOS

De Dezembro de 2016 a Dezembro de 2017, foram
realizados 300 procedimentos de transplante renal
no hospital, dos quais 51 pacientes participaram do
estudo. Vinte e um pacientes foram excluidos devido
a baixa adesdo a coleta de exames laboratoriais e/
ou consultas perdidas. A populagio final do estudo
consistiu em 232 amostras de plasma de 30 pacientes
(média de 7,7 amostras por paciente, variando de
5-14). As caracteristicas demogréificas dos pacientes
sao apresentadas na Tabela 1.

Cento e duas (44,0%) amostras foram negativas
tanto para qPCR quanto para antigenemia. Foram
observados resultados positivos em 130 (56,0%)
amostras: 61 (46,9%) foram positivas para ambos os
métodos, 68 amostras (52,3%) foram positivas apenas
para qPCR e 1 amostra (0,008%) foi positiva apenas
para antigenemia. A qPCR e os testes de antigenemia
foram concordantes em 163 amostras (70,3 %) (teste de
coeficiente Kappa=0,435; p<0,001, teste de correlagio
de Spearman=0,663 p<0,001). O grafico de correlagio
de Spearman é mostrado na Figura 1. Das 69 amostras
discordantes entre qPCR e antigenemia, 54 (78,3%)
ocorreram imediatamente antes (mediana de 12 dias,
intervalo, 0-25 dias) ou logo apds (mediana de 9 dias,
intervalo, 0-28) a antigenemia tornar-se positiva ou



TABELA 1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DOS PACIENTES AVALIADOS NESTE ESTUDO
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Caracteristicas dos Pacientes

Frequéncia (%)

Receptor
Sexo
Masculino
|dade (anos)
Mediana (intervalo)
Etnia
Caucasiana
Causa da DRET
Desconhecida
Rins policisticos
Glomerulosclerose segmentar focal
Diabetes mellitus tipo 2
Diabetes mellitus tipo 1
LUpus eritematoso sistémico
Hipertensao arterial sistémica
Doenca de Berger
Doenca de Alport
Glomerulonefrite cronica
PRA classe | (%)
0
1-49
50-79
>80
PRA classe Il (%)
0
1-49
50-79
>80
Quantidade de DSA (%)
1
Terapia de inducéo
Tacrolimus + Micofenolato de sédio + Esterdides
Globulina antitimécito
Basiliximab
Hemodidlise até a 1? semana apds o transplante
Sim
Doador
Sexo
Masculino
|dade
Mediana (intervalo)

Condicao sorologica doador/receptor para infeccao por CMV

D+ /R+
D-/ R+

60

53,5 (21-71)

83,3

26,7
20
13,3
13,3
6,7
6.7
3.3
3.3
3.3
3.3

60
26,7

3.3
40
33,3

23,3
3.3

100
40
60

40

66,7

49,5 (1-70)

53,3
33,3
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TABELA 1 . CONTINUAGAO.

D+ /R-
D-/R-

6,7
3.3

Legenda: D: doador, DSA: anticorpo doador especifico, DRET: doenga renal em estagio terminal, HLA: antigeno leucocitario humano, PRA: painel

de reatividade de anticorpos, R: receptor e DP: desvio padréo.

Figura 1. Resultado grafico para o teste de correlagdo de Spearman.

negativa, respectivamente. Em relagdo as 15 amostras
(21,7%) que foram qPCR-positivas e antigenemia-
negativas, os resultados de qPCR variaram de Log 2,79
Ul/mL a Log 3,97 UI/mL. O tnico caso de antigenemia
positiva (1 célula/10° leucécitos) com qPCR negativa
ocorreu em um paciente que apresentou DNAemia
nas semanas anteriores, € O paciente tornou-se
negativo apds algumas semanas tanto para os testes
de antigenemia quanto para gPCR. E importante
notar que todos os pacientes realizaram exames de
sangue, apenas 4 amostras apresentaram contagem
de neutréfilos abaixo de 1000/mm3, todos foram
negativos para ambos os testes. A contagem média
de leucécitos foi de 6845/mm?, sendo 4895/mm? para
neutrofilos.

Durante o estudo, dos 30 pacientes incluidos,
apenas cinco foram negativos para ambos os testes em
comparagao. Entre os 25 pacientes com testes positivos,
21 (84,0%) tiveram pelo menos um resultado positivo
para ambos os testes e quatro (16,0%) tiveram apenas
positividade para qPCR. O coeficiente Kappa foi de
0,636 (p<0,001). O ntimero médio de dias para o
primeiro resultado positivo ocorrer foi 50 (intervalo,
24-105 dias) para antigenemia e 42 (intervalo, 24-
74 dias) para qPCR (p<0,001). Destes 25 pacientes,
17 (68,0%) foram tratados com ganciclovir
intravenoso para infec¢io ou doenga por CMV, 4
(16,0%) tiveram a imunossupressio diminuida sem
a necessidade de tratamento antiviral. Quatro outros
(16,0%) ndo receberam interven¢do uma vez que a
antigenemia foi negativa e o médico nio estava ciente
dos resultados da qPCR. Dos 25 pacientes com um
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resultado positivo, 11 (44,0%) eram sintomaticos,
mas apenas 3 (12%) desenvolveram doenga por
CMV, e 22 (88,0%) tiveram infec¢io por CMV. Os
sintomas relacionados ao CMV foram: leucopenia
(n=7; 28,0%), trombocitopenia (n=6; 24,0%),
diarreia (n=3; 12,0%), e lesdes da mucosa oral (n=1;
4,0%). A pancitopenia foi observada em 1 (4,0%)
caso de doenga por CMV. Uma diferenca significativa
foi encontrada entre o nimero médio de células em
pacientes que eram sintomaticos e pacientes que nao
eram: a mediana foi, respectivamente, 7,0 células/10°
leucdcitos (variando de 1 a 580 células/10° leucdcitos)
e 3,0 células/10° leucocitos (intervalo, 1-48
células/10° leucdcitos) (p=0,021). Os resultados de
qPCR, também, foram significativamente diferentes
entre pacientes sintomaticos e assintomaticos,
com resultados medianos de 15.539,02 Ul/mL
(intervalo, 528,66 a 605.059,08 UI/mL) e 3.490,12
Ul/mL (intervalo 166,04 a 486.978,25 UI/mL),
respectivamente (p<0,001). Entre 5 (16,7%) pacientes
que receberam terapia antiviral profildtica, todos
apresentaram DNAemia detectivel com resultados
medianos de 9.896,05 Ul/mL (intervalo, 528,66 a
605.059,08 UI/mL), mas nenhum desenvolveu doenca.
Dos 25 (83,3%) pacientes em terapia preemptiva, 20
(80%) desenvolveram DNAemia por CMV e 3 (12%)
tiveram doenca por CMV.

Avaliando doadores e receptores de transplante
de acordo com o status sorolégico do CMV, dos 30
pacientes, 16 (53,3%) eram D+/R+, e 15 (93,8%)
deles apresentaram DNAemia por CMV e 2 (12,5%)
desenvolveram doenga por CMV. No grupo D-/
R+, 90,0% apresentaram DNAemia por CMV e 1
desenvolveu doenga por CMV. Em D+/R- pacientes,
50,0% tiveram DNAemia. O tnico paciente do grupo
D-/R- nao apresentou DNAemia por CMV.

A Figura 2 mostra o desempenho do teste de
gPCR in house na previsdo dos resultados relevantes
da antigenemia para CMV, bem como a decisdo
dos médicos de iniciar a terapia anti-CMV. Trés
limites diferentes foram testados e os resultados
de sensibilidade e especificidade para cada um sio
mostrados na figura.



Figura 2. Desempenho do teste de gPCR in house na previsao de
resultados relevantes de antigenemia para CMV (ou seja, limite usado
na instituicdo para iniciar terapia anti-CMV, 10 células/10°leucécitos),
bem como a decisdo dos médicos de iniciar terapia anti-CMV. Foram
testados trés limites: 2.750 Ul/mL (Log 3,44), 3.430 Ul/mL (Log
3,54), e 3.650 Ul/mL (Log 3,56), resultando em sensibilidade de
gPCR de 100,0; 97,1; e 91,2%, respectivamente. A especificidade
para os mesmos limites foi de 72,0; 74,2; e 75,3%, respectivamente.
Considerando a sensibilidade e especificidade dos limites, o valor
de 3.430 Ul/mL (Log 3,54) foi escolhido para iniciar a terapia (AUC
0,92617 + 0,0185, p<0,001). O coeficiente de correlagdo Kappa entre
gPCR e antigenemia foi de 0,604.

DiscussAo

Apesar dos avancos no campo de diagnosticos, a
infec¢ido por CMV ainda resulta em altas taxas
de morbidade e mortalidade entre os receptores
de transplante de Orgdos solidos'. Nesta coorte
prospectiva de pacientes de transplante renal, foi
observada uma alta taxa de infeccio (83,3%),
enquanto a doenga por CMV ocorreu em 10,0% dos
pacientes. Um estudo realizado na mesma instituicio
em 2004 utilizando a antigenemia para CMV como
uma ferramenta de diagnéstico observou 60,0%
de infeccio e 38,4% de doenca'>. Em um estudo
realizado em outro hospital da mesma cidade no
Brasil, com uma composicdo de pacientes semelhante
a do presente estudo, a incidéncia de infeccao por
CMV foi de 53,3%"". Esta coorte foi caracterizada
por uma elevada soroprevaléncia de infeccio por
CMYV tanto em doadores quanto em receptores, € por
uma propor¢ao limitada de pacientes em profilaxia
anti-CMV  universal (16,6% dos pacientes em
comparacdo com 50,0% no estudo de Franco et al.
(2017))':1213, Qutro estudo realizado no Brasil em
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uma populacio de receptores de transplante renal
de baixo risco encontrou uma taxa de incidéncia
de 69,6% usando metodologias de antigenemia e
gPCR™, porém um estudo de coorte realizado em
receptores de transplante cardiaco encontrou uma
taxa de 93,3% de incidéncia®. As taxas de incidéncia
encontradas no Brasil sdo semelhantes a estudos no
Japio (70,8%)'¢ e na India (73,7%)"7, mas diferem de
paises como a Coréia, onde a literatura mostra taxas
de 30-40%"'?', Finlandia de 27%?? e nos EUA, em
uma popula¢do pediitrica de transplante renal, foi
encontrada uma taxa de 27%%.

A comparacdo entre os dois testes diagnodsticos
realizados neste estudo mostrou uma concordancia
entre os resultados de 70,3%, de acordo com estudos
anteriores que demonstraram concordincias que
variam de 66,6-94,3%11518-202325 " Entretanto, a
maioria destes estudos foi realizada antes do advento
do padrdao da OMS, bem como antes do conhecimento
de fatores relacionados a apresenta¢io do virus em
diferentes matrizes bioldgicas®?%?’. Estes fatores
influenciam  drasticamente a reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade de testes moleculares.
Kamei et al. (2016)* encontraram concordancia de
87,4% entre os resultados metodoldgicos utilizando
um ensaio calibrado pelo padrdao da OMS em pacientes
submetidos a transplante hepético. O teste Kappa
revelou uma concordincia aceitdvel entre os testes,
o que, também, foi visto por Franco et al. (2017)",
Rhee et al. (2011)?% e Choi et al. (2009)*'. Nos estudos
de Rha et al. (2012)* e Kwon et al. (2015)'%, foram
encontradas fortes concordancias (0,61 e 0,66). A
correlagdo entre os testes foi aceitivel quando os
limites de Log 3,44 e Log 3,56 foram considerados
para resultados positivos e moderada quando Log
3,54 foi usado como limite. A concordincia entre
os testes torna-se boa quando avaliada entre os
pacientes, semelhante a estudos anteriores'!. Ao
realizar uma andlise para avaliar a correlagdo entre
o0s ensaios, encontramos uma relagio moderada; este
resultado, também, foi encontrado por Ishii et al.
(2017)'¢, Kamei et al. (2016)* e Rhee et al. (2011)".
Esta relacdo moderada entre testes pode ser explicada
pelo fato de que a antigenemia é uma técnica semi-
quantitativa dependente do operador e a qPCR ¢
uma técnica quantitativa que permite a automagio de
varias etapas. Além disso, a maioria dos resultados
discordantes é explicada pela maior sensibilidade
dos ensaios moleculares quando comparados a
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antigenemia, uma vez que os resultados positivos
na qPCR tornaram-se positivos e negativos mais de
uma semana antes e depois do teste de antigenemia
para CMV®, Também foi observado que apenas
4 amostras apresentaram contagem de neutré6filos
abaixo de 1000/mm?3, o que é uma das limita¢des de
andlise para a técnica de antigenemia®, mas todas elas
foram negativas para ambos os testes, portanto nao
consideradas uma das causas de discrepancia entre os
testes. O numero médio de dias para positividade da
antigenemia foi 50 e para qPCR 42. Este resultado
¢ semelhante ao encontrado por David-Neto ez al.
(2014)¥ em um estudo duplo-cego para determinar
o ponto de corte para o inicio do tratamento pela
estratégia preemptiva em pacientes transplantados
renais de baixo risco. E importante notar que a
maioria dos pacientes neste estudo foi considerada de
baixo risco (D+/R+).

Apds quase dez anos do langamento do padrio da
OMS, ainda n3o foi definido um limite consensual
para o tratamento de CMV3%°. O terceiro consenso
internacional sobre o manejo do CMV em pacientes
com transplantes de 6rgdos solidos indica que é
desejavel que os centros definam seu préoprio limite
levando em conta o tipo de ensaio, o tipo de amostra
biolégica e os fatores de risco dos pacientes’. A fim
de equilibrar a sensibilidade e especificidade do do
ponto de corte, 3.430 Ul/mL (Log 3,54) foi escolhido
para iniciar a terapia se 10 células/10° leucdceitos
na antigenemia e a decisio dos médicos de tratar
fossem usados como padrdes-ouro. A sensibilidade
do limite estabelecido neste estudo foi alta (97,06%)
enquanto a especificidade nao foi ideal (74,2%), mas
¢ importante enfatizar que a maioria dos resultados
ocorreu dias antes ou depois de resultados positivos
de antigenemia. Estudos anteriores de plasma usaram
pontos de corte diferentes para pacientes de baixo
risco, um incluindo 3.983 Ul/mL (log 3,60 UI/mL),
e outro 2.750 UI/mL (log 3,44 UI/mL) para pacientes
de baixo risco, e 1.500 UI/mL (log 3,18 Ul/mL)
para pacientes de alto risco’32. Considerando os
pacientes neste estudo com resultados positivos de
gqPCR que apresentaram antigenemia negativa (4/30),
apenas dois atingiram o ponto de corte de Log 3,54 -
portanto, a especificidade foi de 93,3 %.

Este estudo apresenta algumas limitacoes, sendo
a principal delas o pequeno numero de pacientes
investigados. Vinte e um pacientes foram excluidos
do estudo devido 3 ma adesio a coleta de exames
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laboratoriais ou pelo ndo comparecimento a
consultas. Além disso, a populagio do estudo é
composta em sua maioria por pacientes de baixo
risco, ndo permitindo que nossos valores limites
sejam generalizados para outras populacdes de
pacientes. Entretanto, enfatizamos que isto ocorreu
devido a alta soroprevaléncia de infecgio por CMV
nesta populacdo.

Em conclusio, os dois testes de diagndstico de
CMV utilizados neste estudo, qPCR e antigenemia,
mostraram uma correlacio aceitdvel. O conhecimento
recente sobre a relevancia da cinética viral permite
o desenvolvimento de testes moleculares cada vez
mais sensiveis e uma melhor avaliagio da DNAemia
do CMV em pacientes, com resultados positivos a
frente do que era visto anteriormente apenas com
antigenemia. No entanto, esta alta sensibilidade
requer uma avaliagdo clinica cuidadosa do limite para
o inicio do tratamento, a fim de evitar tratamentos
desnecessarios. Aqui demonstramos o ponto de corte
ideal para um novo ¢PCR in house no manejo da
infec¢gdo por CMV em pacientes transplantados
renais, usando o padrio da OMS. S3o necessdrios
mais estudos usando a qPCR calibrados com o
o padrio da OMS para que os pontos de corte
possam ser comparados na busca por um que
possa ser extrapolado para populacdes de pacientes
com riscos diferentes.
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