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1. INTRODUCTION

La prise en charge des hémopathies malignes fait appel bien souvent a une allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques (CSH) afin de réduire le risque de rechute et d’optimiser les chances
de guérison. La greffe est réalisée a partir de plusieurs sources de greffon possibles : donneur
intrafamilial parfaitement identique (génoidentique), donneur de fichier parfaitement identique
(phénoidentique) ou comportant un mismatch, sang de cordon. Récemment, 1’allogreffe a partir
d’un donneur familial haploidentique a été développée, permettant de s’affranchir de la pénurie
de donneurs de CSH parfaitement compatibles (1). Elle implique un conditionnement plus
immunosuppressif et également vésicoirritant utilisant le Cyclophosphamide a forte dose,
pouvant faire le lit de la réactivation du BK virus, responsable du tableau de cystite
hémorragique. Le taux de greffe de type haploidentique réalisé est variable selon les centres

greffeurs.

L'incidence de la cystite hémorragique (CH) a BK virus (BKV) est de 10 a 70% selon les études
chez les patients allogreffés. L'origine est probablement multifactorielle : la toxicité de la
chimiothérapie, la réaction du greffon contre I'hdte (GVH), les infections virales, la
thrombopénie peuvent étre des facteurs de risque potentiels. D'autre part cette incidence semble
plus importante chez les patients atteints d’hémopathie maligne traités par allogreffe de CSH
de type haploidentique, de 1'ordre de 62% dans une étude récente de 1’équipe de 1’hopital Saint-

Antoine a Paris (2), avec un délai médian d’apparition de 38 jours post-greffe.

Le tableau de CH a BKV est associé¢ a un exces de morbimortalité, a une prolongation de la
durée d’hospitalisation, et a une augmentation de la dépense de soins (traitement anti-viral au

long cours par voie veineuse, irrigation vésicale, transfusions répétées).

Les données de la littérature disponibles sur I’incidence, les facteurs de risque et les
conséquences de la CH a BKV chez le patient allogreffé (tout type de donneur) reposent
cependant sur des séries limitées rétrospectives et peu homogenes. Seule une étude prospective
a recherché une corrélation entre I’apparition de signes cliniques de cystite hémorragique et les
analyses virologiques (3). Cependant celle-ci évalue une petite série inhomogene incluant des

patients allogreftés et autogreffés rendant les résultats peu extrapolables.

Il n’existe pas de seuil virologique de détection du BKV sanguin ou urinaire permettant une



intervention thérapeutique préemptive dans le contexte de 1’allogreffe haploidentique. Il
n’existe pas de marqueurs biologiques intrinseéques au couple donneur-receveur prédictifs d’une
réactivation a BK-virus. A I’heure actuelle aucune recommandation n'est émise sur les
modalités et la fréquence de détection des réactivations BKV dans le sang et dans les urines.
De méme, il n’y a pas de traitement prophylactique reconnu, ni de consensus sur la stratégie
thérapeutique. Le traitement repose sur un traitement anti-viral, le Cidofovir n'ayant plus

I'"AMM en France (ATU uniquement).

A ce titre nous avons réalisé¢ une étude observationnelle prospective au CHU de Bordeaux sur
l'incidence et les facteurs de risques de la CH a BKV chez les patients traités par allogreffe

haploidentique de CSH.
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2. CONTEXTE MEDICAL ET SCIENTIFIQUE

1. La cystite hémorragique a BK virus

Le BKYV appartient a la famille des Polyomaviridae. Il fut isolé pour la premicre fois en 1971
par Gardner et al (4). Le BKV est un virus ubiquitaire. La primo infection se produit
majoritairement durant 1’enfance, avec un pic aux alentours de 4-5 ans. La plupart du temps
elle est asymptomatique. Jusqu’a 90% des adultes sont séropositifs pour le BKV. La
transmission interhumaine aurait lieu par les voies respiratoires (5).
L’histoire naturelle du BK virus se produit en trois phases :

- La primo-infection le plus souvent dans I’enfance

- La phase de latence dans I’organisme

- Laréactivation ou réinfection le plus souvent chez les patients immunodéprimés

La CH a BKV est diagnostiquée selon ’ECIL 6 par une triade associant :
- Des signes cliniques urinaires tels que dysurie, briilures urinaires, pesanteur pelvienne,
- La présence d’une hématurie de grade supérieur ou égal a 2,
- Une PCR BK virus dans les urines >10 copies/ml et/ou une PCR BK virus dans le sang
>10° copies/ml.
Par ailleurs, quatre stades sont définis selon la classification de Bedi et al (6) :
- 1) hématurie microscopique de 2 jours minimum
- 2) hématurie macroscopique sans caillot
- 3) hématurie macroscopique avec caillot
- 4) hématurie macroscopique avec retentissement rénal et/ou vésical.
Lors de la réactivation du BKV, 1’étude cytologique des urines peut mettre en évidence des

« decoy cells » apres coloration au Papanicolaou.
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2. La prise en charge préventive et curative

La prise en charge préventive

La prise en charge préventive de la CH comprend essentiellement une hyperhydratation a
3L/m2 pendant le conditionnement a la greffe associ¢e a I’Uromitexan lors de 1’utilisation du
Cyclophosphamide. L’hyperhydratation débute quelques heures avant le traitement par
Cyclophosphamide jusque 24 heures aprés la fin du traitement. In vitro, Les fluroroquinolones
ont montré une activité contre la réplication du BKV par I’inhibition de ’ADN gyrase (7).

Certaines études se sont intéressées a la prophylaxie de la CH a BKV.

Miller et al en 2011 (8) ont réalisé une étude rétrospective sur l’'utilisation du Ciprofloxacine
en prophylaxie de la CH a BKV. IIs utilisaient le Ciprofloxacine a la dose de 500mg 2 fois par
jour de JO a J60. Ils ont montré une diminution significative de I’incidence cumulée de la CH
de grade 3-4 dans le groupe avec prophylaxie versus le groupe sans prophylaxie (2,6% versus
20,9%, p=10,01). D’autre part ils ne semblaient pas mettre en évidence de majoration du risque
infectieux sous antibiothérapie au long cours ni de I’incidence des colites a Clostridium difficile.
Cependant Philips et al (10) dans une étude similaire monocentrique a Singapour, cette fois ci
prospective ne retrouvait pas de bénéfice a la prophylaxie par fluoroquinolones dans la CH a

BKV.

Dans 1’étude observationnelle de Gargiulo en 2014 (9), les auteurs se sont intéressés aux
différentes prophylaxies de la CH utilisées en Italie. Soixante-six pourcents des patients
recevaient une prophylaxie par fluoroquinolones (Ciprofloxacine 1g par jour, Lévofloxacine

500mg par jour) et 11,8% bénéficiaient d’un sondage vésical préventif de la CH.

Il n’y a pas de recommandation a I’heure actuelle sur la prévention de la CH a BKV ni sur un

suivi hebdomadaire des PCR sanguines et urinaires du BKV.
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La prise en charge curative

La prise en charge curative de la CH a BKV est uniquement symptomatique. Elle associe une
hyperhydratation a un traitement antispasmodique et a I’Oxybutinine. En fonction du grade de
la CH, une sonde vésicale avec lavage a double courant est mise en place. Le traitement par
acide tranexamique est déconseillé dans la CH a BKV favorisant le caillotage. Le seuil
plaquettaire est en général majoré a 50G/1.

I1n’y a pas de consensus actuellement ni de recommandation sur un traitement spécifique de la
CH a BKV. Le traitement le plus utilis¢ en France est le Cidofovir qui n’a pas ’AMM,

seulement une ATU, associé ou non au Probénécide.

Philippe et al (11) en 2016 ont publié¢ une étude rétrospective sur I'utilisation du Cidofovir dans
la CH a BKV post allogreffe de CSH. Vingt-sept patients sur les 181 inclus ont développé une
CH a BKV et bénéfici¢ d’un traitement par Cidofovir a la dose de Smg/kg associé au
Probénécide. La médiane de traitement était de 4 injections. Le schéma d’administration variait
selon la sévérité de la CH d’une a 2 fois par semaine, a 1 fois tous les 15 jours. Sur les 27
patients traités, 24 patients (88,9%) avaient regu des injections intraveineuses, un patient une
injection intravésicale et 2 patients ont bénéficié¢ des 2 interventions associées. Les réponses
completes étaient de 81,5% avec une toxicité rénale non négligeable pour 8 patients (29,6%),

dont 2 atteintes séveres.

Plusieurs études réalisées sur des cohortes tres limitées, ou des cas cliniques ont été rapportées
sur I'utilisation de méthodes alternatives :

- Injection intra vésicale de Cidofovir (12, 13)

- Fluoroquinolones (7)

- Hyperbarie (14)

- Cystectomie (15)

Recommandations de I'’ECIL

Dans les recommandations de ’ECIL 6 (16), il n’y a actuellement pas de consensus sur une

prise en charge spécifique de la CH a BKV préventive ou curative. Il n’y a pas a ce jour
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d’efficacité prouvée des fluoroquinolones en prophylaxie ni en thérapeutique. D’autant plus
que cela augmente le risque de résistance aux antibiotiques.

L’hyperbarie et la colle de fibrine semblent montrer peu de résultats dans les petites études
réalisées. Le Cidofovir, méme s’il parait intéressant en diminuant la virémie et la virurie du BK
virus, n’a pas produit de données suffisantes pour étre utilisé en routine. Cependant il est certain
que I’hyperhydratation et le sondage vésical sont des moyens insuffisants pour prendre en
charge de fagon optimale la CH a BKV et de nouvelles études randomisées prospectives

seraient nécessaires pour une avancée thérapeutique préventive ou curative.

3. La cystite hémorragique dans I’allogreffe

L’association entre le BKV et la survenue de la CH chez les patients greffés de CSH est connue
depuis la fin des années 1980 (17).

La CH a BK virus survient le plus souvent tardivement, dans les 2 mois post greffe, apres la
sortie d’aplasie. Son incidence varie largement selon les études.

Plusieurs facteurs de risque ont été mis en évidence.

FE'tudes rétrospectives

Bogdanovic et al en 2004 (18) ont test¢ de fagon hebdomadaire les urines de 31 patients
allogreffés depuis la greffe jusqu’a 12 mois post greffe. Lorsque la recherche cytologique de
BKYV ¢était positive, ils réalisaient une PCR. Cinquante-deux pourcents des patients (n=16)
avaient des PCR positives dont 6 patients ont développé une CH. Sur ces 6 patients, tous avaient
positivé les PCR urinaires avant les symptdmes cliniques. Le taux de BKV dans les urines était
plus important chez les patients ayant présenté une CH que chez ceux n’ayant pas eu de signes
cliniques (p = 0,01). Pendant la CH, le taux de BK'V était supérieur a 10° copies/ml. Les auteurs
ont mis en avant une majoration de I’incidence de la CH lors de I’association d’un taux de BKV

. , . N 9 . . o
urinaire supérieur a 10” copies/ml avec une GVH aigué.

Rorije et al en 2014 (19) ont réalisé une étude de cohorte avec 491 patients. Ils ont retrouvé
dans I’allogreffe une incidence de CH a BKV de 15,9%. En analyse multivariée, la GVH aigué

grade 2-4, le sang de cordon, I’utilisation post transplantation du Mycophénylate Mofetil et les
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fortes doses de Cyclophosphamide dans le conditionnement étaient des facteurs de risque de
CH a BKV. La GVH aigué grade 3-4 et le sang de cordon étaient des facteurs de risque

indépendants de sévérité de la CH.

Lunde et al en 2015 (20) ont publi¢ une étude de cohorte monocentrique sur 1321 patients post
allogreffe de CSH. Deux-cent dix-neuf patients ont développé une CH avec une médiane de 22
jours post greffe. Le BKV était détecté dans 90% des cas dans les urines sur les 109 patients
analysés. En analyse multivariée, le sexe masculin et la greffe de sang de cordon étaient des

facteurs de risque de CH. Il n’y avait pas de différence de survie entre les 2 groupes.

Etudes prospectives

Dans une étude prospective observationnelle multicentrique, Gargiulo et al (6) se sont intéressés
a I’incidence et a la prise en charge de la CH dans ’allogreffe de CSH. Ils ont suivi les patients
jusqu’a J100 post greffe. IIs ont retrouvé une incidence de CH de 12% dont 80% liée au BKV
sur les 450 patients inclus (412 adultes et 38 enfants). La médiane de survenue était a J20. Le

principal facteur de risque identifié était le conditionnement my¢éloablatif (MAC).

Leung et al en 2001 (3), dans une étude sur 50 patients ayant bénéficié d’une autogreffe (n =
13) ou d’une allogreffe (n = 36), ainsi qu’une isogreffe de CSH se sont intéressés a la
quantification urinaire et sanguine du BKV. Leur objectif principal était de mettre en évidence
un lien entre la quantification du BKV et la CH. La PCR Adénovirus était controlée dans le
sang et les urines de facon similaire a celle du BKV pour ne pas méconnaitre un facteur
confondant de CH. Les urines de 24h et 1 ml de plasma étaient collectés avant le
conditionnement, le jour de la greffe puis une fois par semaine jusqu’a la sortie de I’hopital.
Lors du diagnostic de CH, les prélévements étaient réalisés 3 jours consécutifs. Une virurie
quantifiable était démontrée chez 1’ensemble des patients de la cohorte, avec une médiane de
J15 post greffe. L’incidence de la CH était de 40%. Le taux de BKV urinaire en PCR était
significativement plus important lors de la CH qu’en I’absence de CH (6.10" versus 5,7.10, p
<0,001). Il n’y avait pas de différence significative du taux sanguin de BKV entre les 2 groupes.

L’étude montrait qu’un taux ¢élevé de BKV urinaire était associé a la survenue de la CH.
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Dans [’allogreffe haploidentique

Dans I’étude de Solomon et al (1), validant la pratique de 1’allogreffe haplo identique dans les
hémopathies malignes a haut risque, il a été retrouvé de fagon fortuite une incidence majeure
de la CH a BK de I’ordre de 75% dont 35% ayant nécessité une irrigation vésicale, un traitement
antalgique et une hospitalisation et survenant en médiane a J38 post greffe, sans pour autant

entrainer de surmortalité liée a la CH.

Ruggeri et al (2), dans une étude rétrospective monocentique en 2015 se sont intéressés a
I’incidence et aux facteurs de risque de la CH dans 1’allogreffe haploidentique de CSH. Ils ont
montré une majoration de I’incidence de la CH a BK dans I’allogreffe haploidentique, de I’ordre
de 62%. Comme facteurs de risque ils ont identifi¢ la réactivation a Cytomégalovirus. Ils n’ont

pas mis en évidence de majoration de la mortalité mais une augmentation de la morbidité.

4. Intéret de la problématique

Comme nous avons pu I’observer, la littérature est pauvre dans la CH a BK virus dans le cadre
de I’allogreffe haploidentique. Il n’existe pas d’études prospectives actuellement sur ce sujet.
Or il a été suggéré récemment une augmentation d’incidence de la CH a BKV dans ce type de
greffe. D’autre part peu d’études se sont intéressées de fagon prospective au suivi systématique
des PCR sanguines et urinaires du BK virus.

Il nous a paru intéressant de réaliser une étude prospective monocentrique de la CH a BK virus
dans I’allogreffe haploidentique de CSH. Nous avons instauré un suivi hebdomadaire des PCR
afin de mettre en évidence une corrélation clinico-virologique de la CH a BK virus et ses

facteurs de risque dans le but ultime d’envisager un traitement préemptif.
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ABSTRACT (269 words)

BK virus hemorrhagic cystitis (BKV-HC) is a common complication of the allogenic
hematopoietic stem cell transplantation. Its incidence is increased after haploidentical
transplantation (haplo) in retrospective studies but has never been evaluated prospectively. The
clinical and biological determinants remain to be defined.

Methods: We included 21 patients at Bordeaux University Hospital between 1st July 2016 and
31st December 2017 in a prospective observational study. The primary endpoint was the
occurrence of BKV-HC. We performed weekly BK virus quantitative real-time PCR in blood
and urine samples from day-6 to day+100 post-transplant. Patients were followed until day+100
post-transplant.

Results: The incidence of hemorrhagic cystitis (HC) was 19% (4 patients), with 75% grade 3-
4 HC. The median occurrence of HC was 45 days. Only one patient had low platelet level at
HC onset. The BK virus PCR (BKV-PCR) urinary had 100% sensitivity and 70% specificity.
BKV-PCR in urine were positive at least 1 month before appearance of clinical signs. BKV-
PCR in blood were positive only at the time of clinical symptomatology. 5 patients had BKV
viruria without clinical signs. The main risk factors for HC were corticosteroids (p = 0.047) and
myeloablative conditioning (MAC) (p = 0.087). Survival at day+100 was 81%.

Conclusion: We found a low incidence of BKV-HC in haplo and that BKV-PCR in urine could
be positive at least 1 month before HC onset in HSC recipients. In our study HC impact on
morbidity but not on overall survival. As we found a lower incidence of BKV-HC than

expected, a larger multicenter prospective study is needed to corroborate our findings.
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INTRODUCTION

BK virus hemorrhagic cystitis (BKV-HC) is a common complication after allogeneic
stem cell transplantation (1), affecting 7 to 70% of patients according to different studies
(2,3,4). In the haploidentical setting, Ruggeri et al (5) reported an incidence of 62% in a
retrospective study. Because of the retrospective design of these studies and their variability in
study populations, it remains difficult to accurately assess the incidence of BKV-HC. This is
unfortunate since indications of haploidentical stem cells transplants which are reported to
increase the risk of BKV-HC in many recent retrospective studies are increasing. BKV-HC
significantly increases morbidity, mortality (6, 7), duration of hospitalization, platelet
transfusion needs (8) and costs. Several risk factors have been identified such as cord blood,
peripheral stem cells and myeloablative conditioning (MAC) with Busulfan (8, 9). BK virus
(BKYV) is a polyomavirus. The primary infection occurs in childhood by inter human contact
and is asymptomatic. Ninety percent of adults carry latent virus in the urinary tract (10). An
immunosuppression is necessary to reactivate the virus and lead to clinical symptoms. The virus
is then detected in blood and urine (4) but so far no viral load predictive of symptomatic BKV-
HC has been established.

In an effort to better characterize and assess the incidence of BKV-HC in the
haploidentical setting, we performed a prospective observational study in our hematology unit
at Bordeaux University Hospital. We also sought to correlate virological data with clinical

manifestations of BKV-HC.
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MATERIALS AND METHODS

Study population and endpoints

This single-center observational prospective study included patients aged 18 to 70 years
treated for hematological malignancies with a haploidentical stem cell transplantation at
Bordeaux University Hospital between July 1, 2016 and December 31, 2017. Participation to
the study was offered to patients during the pre-transplant assessment and consent was
mentioned in their file. The primary endpoint was the occurrence of BKV-HC. The secondary
endpoints were clinical and laboratory determinants potentially associated with BKV-HC and

survival in the first 100 days after transplant.

Transplants characteristics and infectious prophylaxis

Three conditioning protocols were used according to age, co-morbidities and disease: MAC
TBF (Thiotepa 5 mg/kg on day-6, Busulfan 100 mg/m2 day-5 to day-2 and Fludarabine 40
mg/m?2 from day-5 to day-2), reduced TBF (Thiotepa 5 mg/kg on day-6, Busulfan 130 mg/m?2
on day-3 and day-2, Fludarabine 30 mg/m2 from day-5 to day-2) and Fludarabine 30 mg/m2
from day-6 to day-2, Cyclophosphamide 14.5 mg/kg from day-6 to day-1, ICT 2Gy on day-1.
Patients received peripheral stem cells. Prophylaxis of graft-versus-host disease (GVHD) was
intravenous cyclophosphamide 50 mg/kg/day on day+3 and day+4, Mycophenolate Mofetil 45
mg/kg/day from day+5 to day+35 and Ciclosporine 3 mg/kg/day from day+5 to day+100.
Patients received prophylaxis with valaciclovir 1 g/day starting on day-7 and Fluconazole 200
mg/day from day+0 and up to day+100. Cotrimoxazole 800 mg/day 3 days/week and Penicillin

G 2 MUi/day were introduced from recovery of aplasia.
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Hemorrhagic Cystitis

BKV-HC was defined according to the ECIL 6 (European Conference on Infections in
Leukaemia) by a diagnostic triad: 1) urinary clinical signs such as dysuria, urinary burns, pelvic
gravity, 2) hematuria of grade > 2, 3) BKV in urine >10’ copies/ml and/or BKV in blood >10°
copies/ml. Four stages were defined according to the classification of Bedi and al (4) 1)
microscopic hematuria of 2 days minimum; 2) macroscopic hematuria without clot; 3)
macroscopic hematuria with clot, 4) macroscopic hematuria with renal and / or bladder
retention. The prevention of HC included hyper hydration (3L / m2) from day-6 to day+7 and
Uromitexan 50 mg/kg/day the days of Cyclophosphamide administration. When clinical signs
of HC appeared, BKV, CMV, Adenovirus were screened by PCR in urine and BKV in blood.
A urine bacterial analysis was also performed. The management of BKV-HC was symptomatic
with hyper hydration, antalgics and anti-spasmodics, oxybutynin and a platelet objective > 50
G/1. In case of hematuria of grade > 2, a double-stream bladder catheter with irrigation at 12
L/day was started. Treatment with cidofovir could be used. The decrease in immunosuppressive

therapy was at the discretion of the clinician.

BKV-PCR and serologies

A prospective analysis of BKV-PCR in blood and urine with urine bacterial analysis
was performed weekly from day-6 to day+100. Total nucleic acid extraction was obtained from
blood or urine (Roche Magnapure 96 instrument and reagents, Meylan, France)(11). The PCR
mix (Tibmolbiol Lightmix Polyomaviruses JC BK, Berlin, Germany; Roche LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe) allowed the amplification of a 175 bp fragment of BKV small
t antigen gene, with a Tagman-based real time PCR method (Roche Lightcycler 480). An
internal control amplification reaction indicated the absence of PCR inhibitor. BKV serology

was performed in donors and recipients at the pre-transplant check-up. The serology were
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carried out with VLPs (virus like particles) consisting of the VP1 protein (12). Two serum

dilutions were performed at 1/100 and 1/1000. The positivity threshold used was 0.2 (13).

Statistical analysis

Patient- and transplant-related characteristics of both groups (BKV-HC vs no BKV-HC)
were compared using either the chi-square test or the Fisher test, as appropriate. OS was
calculated from the date of transplantation to either the date of death from any cause or last
follow-up. Probability of OS was calculated using the Kaplan-Meier estimate. Statistical

analyses were performed with the XLStat software.
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RESULTS

Patients and transplants characteristics

Twenty-four patients were screened and 21 were included (study flowchart in Figure 1).
The characteristics of included patients are described in Table 1. The median time to neutrophil
recovery was 18 days (11-23) and the median time to platelet recovery was 34 days (19-100).
The median numbers of red blood cell concentrate (RBC) and apheresis platelet concentrate
(APC) transfused were 7 (4-49) and 11 (1-41), respectively. Eighty percent of patients (n=17)
were in complete response (CR) after recovery from aplasia, 1 patient was in partial response
(PR), 1 in early molecular relapse and 2 in relapse. All evaluable patients (n=20, 1 early death)
achieved a full donor chimerism. The median length of hospitalization was 44 days (28-108).
The incidence of grade I-IV acute GVHD was 81%. Twelve patients (71%) were treated with
corticosteroids. Fourteen patients (67%) developed a viral infection (CMV, n=8, HHV6, n=6)

at a median time of 42 days (0-75) after transplant.

Incidence and characteristics of BKV-HC

Four patients (19%) were diagnosed with BKV-HC. The characteristics of these patients
are presented in Table 2. CMV and adenovirus were undetectable in urine of these 4 patients at
diagnosis. The characteristics of patients with or without BKV-HC are presented in Table 3.
Both groups were comparable except for the median duration of hospitalization (71 days (HC)
vs 35 days (no HC); p=0.035. There was a trend for more MAC regimens in the HC group

(p=0.087).
Patients with BKV-HC had urinary viral load >108copies/ml. The virus was detected at

a median time of 6.5 weeks (4-7) before clinical signs (Figure 2). The sensitivity of BKV-PCR
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urine detection was 100% and the specificity 71%. Five patients presented reactivation of the
BKYV in urine without clinical symptoms (Figure 3). The negative and positive predictive values
of PCR positivity in urine were 100% and 40%, respectively. In blood, the virus was detectable

at the time of clinical diagnosis.

BKYV serologies

Seventeen donors (89%) had a positive serology at 1/100 dilution and 4 (21%) at 1/1000
dilution. Thirteen patients (68%) had a positive pre-transplant serology at 1/100 and 2 (10%) at
1/1000. In 3 patients with BKV-HC, pre-transplant serologies were positive at 1/100 and
negative at 1/1000. In their donors, 2 had serologies positive at 1/100 and 1 at 1/1000. The 2
patients with a positive pre-transplant serology at 1/1000 dilution did not show BKV
reactivation. Their donors had negative serologies at 1/1000 dilution.

Patients with BKV reactivation but without HC have an identical pattern between donors and

recipients, i.e., positive serologies at 1/100 and negative at 1/1000.

Survival
With a median follow-up of 180 days (range 22-465), 10 patients died. The 100-days OS was

81% (n=4). Causes of deaths were disease progression (n=2), infection (n=1) and suicide (n=1).
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DISCUSSION

In the present prospective study, we report an incidence of BKV-HC of 19% in adult
patients treated with haploidentical stem cell transplantation for an hematologic malignancy.
We found an increase in the number of platelet transfusions and the duration of hospitalization
during HC due to the presence of BK virus (71 vs 35 days, p = 0,035). Patients with BKV-HC
had urinary viral load >10°copies/ml. The virus was detected at a median time of 6.5 weeks (4-
7) before clinical signs. The sensitivity of BKV-PCR urine detection was 100% and the
specificity 71%. Five patients presented reactivation of the BKV in urine without clinical
symptoms. The negative and positive predictive values of PCR positivity in urine were 100%
and 40%, respectively. In blood, the virus was detectable at the time of clinical diagnosis.
Weekly blood and urine PCR testing of the BK virus allowed us to demonstrate viral
reactivation of isolated BKV without clinical symptoms. In this context, only urinary BKV-
PCR were positive. By the time blood BKV-PCR became positive , all patients had a clinical
hematuria. We were able to compare patients with BK'V reactivation alone and those with BKV-
HC. The results are very interesting, especially because we found a link between corticosteroid
therapy and the occurrence of HC in these patients. It should be noted, however, that 2 patients
presented with HC before being put on steroids. MAC regimen also has an impact on HC
prevalence in our study (p=0,087). Immunoglobulin intravenous supplementation was not
protective against the BK virus in our study.

Our work did not show any link between the level of BKV in the urine and the grade of HC.

The characteristics of our cohort are similar to previous data, notably Ruggeri's study in 2015

(9). Ruggeri's retrospective, monocentric study was performed on a cohort of 33 patients
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including children and adults treated with haplo SCT. Patients received blood stem cell or bone
marrow, and in 2 cases had received previous allograft treatment. They found a major incidence
of HC around 62%, of which 91% with BKV-HC. However, we note a much higher rate of
GVHD in our study (81% versus 56%). We recorded all GVHD while Ruggeri did not take into
account grade 1 GVHD. Our viral reactivation rate of EBV and CMV is comparable to what
was described in the Ruggeri study (67% vs 74%). Ruggeri's study found a majority of HC
before platelet reconstitution. In univariate analysis, viral reactivation CMV was a risk factor
for CH in the Ruggeri study. In our study, this factor does not appear but it may be related to
the low power of our work. The death rate of 25% at day+100 seems high compared to other
studies on the same haplo graft. It should be noted that one of the deaths was secondary to
suicide. HC incidence is much lower in our study compared to what is described in literature,
especially in Ruggeri’s study. Two explanations are possible for our results: the prospective
nature of the study and the implementation of a preventive protocol for HC. The preventive
protocol of HC is rarely described in studies, especially in retrospective studies. In general,
hyperhydration of 3L / m2 is associated with Cyclophosphamide chemotherapy a few hours
before and up to 24 hours after treatment. Bladder protection by Uromitexan is normally

associated. In our study, we maintained hyperhydration at 3L / m2 of D-6 at D + 7 of the graft.

By weekly monitoring of BKV-PCR urinary, this work shows a positivity of urinary PCR at
least 1 month before clinical symptoms. As for blood PCRs, they only became at the time of
clinical symptoms. These data are very important to consider preemptive treatment of BKV-
HC. Leung, in 2001(1), in a single-center prospective study on 50 patients, had also shown viral
reactivations of BKV without clinical signs of HC. This was a study with very heterogeneous

inclusion criteria involving autografts and allografts of which only 2 identical haplo. Their work
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found a higher BK viruria rate in HC than in isolated viral reactivations. In our study, BKV-
PCR urinary levels were virtually similar in both groups with a greater tendency in the group
with HC, >10° copies/ml. Cesaro in 2008 (6) had conducted a pediatric prospective study
similar to ours. Out of 76 patients included, there was an incidence of HC of 22%. The median
onset was 35 days. BKV-PCR in urine and blood were positive on average 18 and 17 days

before symptoms, respectively. When there was viremia, there was 100% risk of HC.

Our study’s weak points are its small size and its monocentric character. We also have some
missing data.

We were not interested in the Ciclosporinemia assay and the adaptation of the
immunosuppressive treatment especially during viral reactivation and the occurrence of
GVHD, even if these data may have played a role in the occurrence of HC. Adaptation of

immunosuppressive therapy was left to the discretion of the clinician.

In conclusion, our prospective study found a lower incidence of BKV-HC in patients receiving
haplo. We showed a positivity of BKV-PCR urinary at least 1 month before the appearance of
clinical signs. BKV-HC increases morbidity but has no impact on mortality in our work. A
large multicenter prospective study would be interesting to corroborate our results and highlight

risk factors for HC during urinary viral reactivation of the BK'V.
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TABLES

Table 1: Patients and disease characteristics of the population study

Characteristics of patients n=21
Median age, y (range) 55 (26-69)
Sex, n (%)
- Male 14 (67)
- Female 7 (33)
Diagnosis, n (%)
- Acute leukemia 16 (76)
Acute myeloid leukemia 11
B acute lymphoid leukemia 1
T acute lymphoid leukemia 1
T prolymphocytic leukemia 2
Biphenotypic acute leukemia 1
- Diffuse large B cell lymphoma 2 (10)
- Myelodysplasia 2 (10)
- Granulocytic sarcoma 1(4)
Disease status at transplant, n (%)
-CR 1 5(24)
-CR2 5(24)
-PR 1(5)
- Refractory 4 (19)
- Early molecular relapse 209
- Relapse 209
- Treated myelodysplasia/not treated 1/1 (5/5)
Conditioning regimen, n (%)
- Fludarabine, Endoxan, ICT 2Gy 6(29)
- MAC 7(33)
- Reduced intensity TBF 8 (38)
Cumulative dose of Cyclophosphamide during
conditioning, milligrams (Median, range) 6900 (4800-9970)
Patients who received Cyclophosphamide before 2 (10)
transplant, n (%)
- median dose, milligrams (range) 9200 (6900-11500)
Median CD34+ (range) 6,33 (2,22-14,38)
Median age of the donor, y (range) 41 (23-64)

CR 1: first complete remission, CR 2 : second complete remission, PR : partial remission, ICT : total
body irradiation, Gy : Gray
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Table 2: Characteristics of patients with BKV-HC

Median time post-transplant, days (range) 45,5 (33-52)
Grade

o 12 1 (25)

« 34 3(75)
Platelet count

o >74G/ 3(75)

e 25-74G/1 0

o <25GI/ 1 (25)
Corticosteroid, n (%) 4 (100)
BKV-PCR in urine positive at diagnosis, n (%) 4 (100)
Median number of BKV-PCR in urine positive 6,5 (4-7)
before diagnosis, weeks (range)
Treatment by Cidofovir, n (%) 4 (100)
Number of days of hospitalization, median (range) 71,5 (59-108)
Double stream bladder catheterization 2 (50)
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Table 3: Characteristics of patients with or without BKV-HC

Patients Absence of HC HCn=4 p

n=17

Median age, y (range) 55,5 (26-69) 55 (34-64) 0,58

Sex, n (%) 1
- Male 11 (65) 3(75)

- Female 6 (35) 1(25)

Disease status at transplant, n

(%) 0.202
-CR 1 4(24) 2 (50)

-CR2 4(24) 0
-PR 0 1(25)
- Refractory 4 (24) 0
- Early molecular relapse 2(12) 0

- Treated myelodysplasia/not 1(6) 1(25)

treated 1/1 (6/6) 0

Conditioning regimen, n (%)

- Fludarabine, Endoxan, ICT 6 (35) 0 0,087
2Gy

- MAC 4(24) 3(75)

- Reduced Intensity TBF 7 (41) 1 (25)

Type of donor, n (%)

e parents 3 (18) 1 (25) 0.63
e sisters/brothers 5(29) 2 (50)
e children 9 (53) 1(25)

Median age of the donor, y 42 (23-64) 38 (33-60)

(range) 0,846

Median neutrophil engraftment 18 (11-21) 17 (16-23)

time, days (range) 0,62

Median platelet engraftment 34 (19-100) 37 (31-100)

time, days (range) 1

Median transfusion of RBC, 7 (4-20) 10 (6-49)

number (range) |

Median transfusion of APC, 9 (1-41) 12 (3-30)

number (range) |

Acute GVHD, n (%) 13 (76) 4 (100)

Grade 0.545
1 5 0 0.1
2-4 8 4

Steroid, n (%) 8 (62) 4 (100) 0.1

Viral reactivations, n (%) 10 (59) 4 (100) 0,255

« CMV 7 (70) 1(25)
« HHV6 3(30) 3(75)

Immunoglobulin intravenous 3(18) 1(25) |

supplementation, n (%)

Disease control, n (%) day+30 1
-CR 13 (81) 3(75)

-PR 1(6) 0
- Relapse 1(6) 1(25)
- Early molecular relapse 1 (6) 0
- Lack of data 1(6) 0
Median of hospitalization, days
(range) 37 (28-108) 71,5 (59-108) 0,035

RBC: red blood cell concentrate, APC: apheresis platelet concentrate
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Study flowchart

Figure 2: Evolution curve of the weekly urinary BKV-PCR for the 4 patients who presented

HC

Figure 3: Median weekly positive BKV-PCR in urine rates for patients with and without HC

(patients 2-3-6 et 9 with HC)

Figure 4: Probability of survival at day+100 post allograft according to the presence or

absence of BKV-HC
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Figure 2

Patient 1
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Figure 3

Weekly positive BVK-PCR in urine
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Figure 4

Survival proportions
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4. RESUME DE L’ARTICLE

Introduction : La cystite hémorragique a BK virus est une complication fréquente de ’allogreffe
de cellules souches hématopoiétiques. Son incidence semble augmentée apres allogreffe
haploidentique dans quelques études rétrospectives mais n’a jamais été évaluée de fagon

prospective. Les déterminants cliniques et biologiques restent a définir.

Méthodes : Nous avons inclus 21 patients au CHU de Bordeaux entre le 1% juillet 2016 et le 31
décembre 2017 dans une étude observationnelle prospective. Le critére de jugement principal
¢tait la survenue du tableau de cystite hémorragique a BK virus. Nous avons réalisé des PCR
BK virus sanguines et urinaires hebdomadaires de J-6 & J100 post greffe. Les patients étaient

suivis jusqu’a J100 post greffe.

Résultats : L'incidence de la CH a BK virus était de 19% (4 patients). La médiane de survenue
de la CH était de 45 jours. Soixante-quinze pourcents des cystites hémorragiques étaient de
grade 3-4. Seul un patient n’avait pas reconstitu¢ ses plaquettes au moment de la cystite
hémorragique. Les PCR BK virus urinaires avaient une sensibilité de 100% et une spécificité
de 70%. Les PCR BK virus urinaires se positivaient au minimum 1 mois avant I'apparition des
signes cliniques. Les PCR BK virus sanguines se positivaient uniquement au moment de la
symptomatologie clinique. Certains patients ont présenté une réactivation virale urinaire 8 BK
virus sans signes cliniques. Les principaux facteurs de risque de cystite hémorragique étaient la
corticothérapie (p=0,047) et le conditionnement myéloablatif (p=0,087). La survie a J100 était
de 81%.

Conclusion : Nous avons retrouvé une faible incidence de la cystite hémorragique a BK virus
dans le cadre de l'allogreffe haploidentique de cellules souches hématopoiétiques. La cystite
hémorragique avait un impact sur la morbidité mais non sur la mortalité. Nous avons mis en
¢vidence une positivité des PCR BK virus urinaires au minimum 1 mois avant I’apparition des
signes cliniques de CH. Une étude prospective multicentrique de plus grande envergure serait

nécessaire pour corroborer nos résultats.
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S. CONCLUSION

En conclusion, notre étude a des points forts par son caractére prospectif et son protocole de
prise en charge préventive de la CH. Cependant nous avons I’inconvénient d’une étude de faible
effectif, monocentrique. Nous retrouvons une incidence plus faible de la CH que les études
précédentes. Nous avons montré que les PCR urinaires se positivent en moyenne 4 semaines
avant la symptomatologie clinique de la CH, et qu’il existe des réactivations urinaires du BK
virus sans symptomatologie clinique. La corticothérapie semble jouer un réle sur I’incidence
de la CH de méme que le conditionnement myéloablatif. Il serait intéressant de s’intéresser
¢galement au traitement immunosuppresseur et son adaptation lors des différentes réactivations
virales et de la survenue de GVH. Nécessairement, il faudrait réaliser une étude prospective
multicentrique a plus large échelle pour corroborer nos résultats, mettre en évidence des
facteurs de risque de survenue de CH lors de la réactivation virale urinaire a BK virus. Il serait
intéressant également de s’intéresser aux sérologies pré et post greffe ainsi qu’a la cytologie.
Dans I’avenir un traitement préemptif pourrait éventuellement étre discuté, mais celui-ci reste
encore a définir n’ayant déja actuellement pas de recommandation sur la prise en charge

curative de la CH a BKV.
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7. ANNEXES

Annexe 1 : protocole de prise en charge préventive et curative de la CH

Bilan prégreffe :

- notifier dans le dossier la non opposition du patient a I’étude apres information
- dosage IgG BK virus du donneur et du receveur

Prise en charge préventive :

- hyperhydratation 3L/m2 (2/3 PG5 et 1/3 Bicarbonate de Sodium)de J-7 a J+7

- MESNA selon protocole du service en bolus

- surveillance diurése/8h
- BU 3fois/j sous Ciclophosphamide
Bilan virologique :

J-6 Hebdomadaire jusqu’a J100
ECBU PCR EBV et CMV le lundi
PCR BK virus urine et sang PCR BK virus sang le lundi et urine le
jeudi
ECBU le jeudi

Si signes cliniques de cystite ou hématurie macroscopique:

- quelque soit les dosages antérieurs, dosage PCR BK virus sang et urine le jour du diagnostic
+PCR adénovirus et CMV dans les urines et poursuivre les dosages hebdomadaires

Triade diagnostique :

- signes cliniques de cystite : dysurie, brilures mictionnelles, douleurs pelviennes
- hématurie stade > ou égale a 2

- PCR BK virus urines > 10"7/ml

4 stades de cystite hématurique :

- I hématurie microscopique >100érythocytes/HPF > ou égale a 2jour consécutifs
- IT hématurie macroscopique sans caillot

- IIT hématurie macroscopique avec caillots

- IV hématurie macroscopique avec caillot et retentissement rénal et/ou urinaire
Prise en charge thérapeutique :

- traitement symptomatique : hyperhydratation, anti-spasmodique, ditropan Smg 3fois par
jour, obj plaquettaire >50G/1, CI de PEXACYL

- hématurie macroscopique stade > ou égale a 2 : sondage avec irrigation 12L/j sérum salé
0.9% jusqu’a ce que les urines soient claires et diminution progressive de I’irrigation

- hématurie macroscopique stade > ou égale a 2: Cidofovir selon protocole service, Smg/kg
hebdomadaire avec probénécid, 2 injections puis réévaluation selon signes cliniques

Pas d’indication du Ciflox,
Diminution du traitement immunosuppresseur a 1’appréciation du clinicien
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GREFFES HAPLO-IDENTIQUES

Nom :

Prescriptions des bilans et examens complémentaires semainedu .../ au

—

Lundi

Mercredi

P

F

Jeads

M

P

F

Vendredi

P

¥

Samedi

HEMATOLOGIE

NFS plaquetses

NFS plagueties

NFS plagueties

NFS plagueties

NFS plageettes

NFS plaguettes

INFS plaqueties

TP-TCA-Fg

RAI

AC and-HLA

Tono-crést

Ll Bl Bl R

L

3 {

Aspergiles nez

Annexe 2
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Annexe 3 : Formulaire d’informations patient

Formulaire d’information de I’étude ALLO-BK

Titre de 1’étude :

Etude d’observation d’une corrélation entre les signes biologiques et cliniques de la cystite
hémorragique liée a une réactivation du BK virus chez les patients traités par allogreffe
haploidentique de cellules souches hématopoiétiques.

Personnes responsables du projet :
L’étude est réalisée dans le cadre du projet de theése de Lucile DEBUS, interne en médecine
de spécialité hématologie du CHU de Bordeaux, dirigée par le Dr G. LABOURE.

Objectif du projet :

L’objectif est de mettre en évidence un lien entre les signes biologiques et les signes cliniques
de la cystite hémorragique a BK virus, afin d’envisager dans 1’avenir un traitement de la
réactivation virale avant I’apparition de la symptomatologie.

Raisons et nature de la participation :

L’étude porte uniquement sur les patients allogreffés avec des cellules souches
hématopoiétiques haplo-identiques. Nous savons que dans ce type de greffe, les réactivations
du BK virus ont une fréquence plus importante, du fait d’un conditionnement de forte
intensité d’immunodépression et d une chimiothérapie uro-toxique par Cyclosphosphamide.
L’étude consiste a analyser des données cliniques et biologiques. Dans ce contexte, des
analyses de sang et d’urines seront réalisées systématiquement a I’admission dans le service
d’allogreffe, puis une fois par semaine les jeudis pour un dosage du virus. Si vous présentez
des signes cliniques de cystite hémorragique, a savoir des briilures urinaires, des douleurs du
bas ventre, ou du sang dans les urines, un prélevement supplémentaire sera réalisé le jour de
’apparition des symptomes.

L’étude inclut des patients pendant 18 mois a compter du 01 juillet 2016. Vous serez inclus
dans I’étude a partir du jour d’entrée dans le service d’allogreffe, et jusqu’a J100 post
allogreffe. Les bilans seront réalisés initialement durant 1’hospitalisation puis en hopital de
jour. Apres J100, votre suivi li€ a 1’étude prend fin.

Votre participation a 1’étude contribuera a I’avancement des connaissances en hématologie
dans le domaine de la réactivation virale du BK virus chez les patients qui bénéficieront
comme vous d’une allogreffe haplo-identique de cellules souches hématopoiétiques.

Il est entendu que votre participation a ce projet de recherche est tout a fait volontaire et que
vous restez libre, a tout moment, de mettre fin a votre participation sans avoir a motiver votre
décision ni a subir de préjudice de quelque nature que ce soit.

Confidentialité :

Durant votre participation a ce projet de recherche, nous recueillerons et consignerons dans un
dossier de recherche les renseignements vous concernant. Seuls les renseignements
nécessaires a la bonne conduite du projet de recherche seront recueillis. Les données sont
anonymes.

Tous les renseignements recueillis au cours du projet de recherche demeureront strictement
confidentiels dans les limites prévues par la loi.
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BK virus hemorrhagic cystitis in haploidentical stem cell transplant recipients: a
prospective observational study

ABSTRACT

Introduction: BK virus hemorrhagic cystitis (BKV-HC) is a common complication of the
allogenic hematopoietic stem cell transplantation. Its incidence is increased after haploidentical
transplantation (haplo) in retrospective studies but has never been evaluated prospectively. The
clinical and biological determinants remain to be defined.

Methods: We included 21 patients at Bordeaux University Hospital between 1st July 2016 and
31st December 2017 in a prospective observational study. The primary endpoint was the
occurrence of BKV-HC. We performed weekly BK virus quantitative real-time PCR in blood
and urine samples from day-6 to day+100 post-transplant. Patients were followed until day+100
post-transplant.

Results: The incidence of hemorrhagic cystitis (HC) was 19% (4 patients), with 75% grade 3-
4 CH. The median occurrence of HC was 45 days. Only one patient had low platelet level at
HC onset. The BK virus PCR (BKV-PCR) urinary had 100% sensitivity and 70% specificity.
BKV-PCR in urine were positive at least 1 month before appearance of clinical signs. BKV-
PCR in blood were positive only at the time of clinical symptomatology. 5 patients had BKV
viruria without clinical signs. The main risk factors for HC were corticosteroids (p = 0.047) and
myeloablative conditioning (MAC) (p = 0.087). Survival at day+100 was 81%.

Conclusion: We found a low incidence of BKV-HC in haplo and that BKV-PCR in urine could
be positive at least 1 month before HC onset in HSC recipients. In our study HC impact on
morbidity but not on overall survival. As we found a lower incidence of BKV-HC than
expected, a larger multicenter prospective study is needed to corroborate our findings.
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Incidence de la cystite hémorragique a BK virus et déterminants cliniques et
virologiques dans la greffe haplo-identique de cellules souches hématopoiétiques : étude
observationnelle prospective monocentrique

RESUME

Introduction : La cystite hémorragique (CH) a BK virus est une complication fréquente de
I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Son incidence semble augmentée apres
allogreffe haplo-identique dans quelques études rétrospectives mais n’a jamais été évaluée de
fagon prospective. Les déterminants cliniques et biologiques restent a définir.

Meéthode : Nous avons inclus 21 patients au CHU de Bordeaux entre le 1% juillet 2016 et le 31
décembre 2017 dans une étude observationnelle prospective. Le critére de jugement principal
¢tait la survenue du tableau de cystite hémorragique a BK virus. Nous avons réalisé des PCR
BK virus sanguines et urinaires hebdomadaires de J-6 a J100 post greffe.

Résultats : L'incidence de la CH a BK virus était de 19% (4 patients). La médiane de survenue
de la CH était de 45 jours. Soixante-quinze pourcents des CH étaient de grade 3-4. Seul un
patient n’avait pas reconstitué ses plaquettes au moment de la CH. Les PCR BK virus urinaires
avaient une sensibilit¢ de 100% et une spécificité de 70%. Les PCR BK virus urinaires se
positivaient au minimum 1 mois avant l'apparition des signes cliniques. Les PCR BK virus
sanguines se positivaient uniquement au moment de la symptomatologie clinique. Certains
patients ont présenté une réactivation virale urinaire a BK virus sans signes cliniques. Les
principaux facteurs de risque de cystite hémorragique étaient la corticothérapie (p=0,016) et le
conditionnement myéloablatif (p=0,056). La survie a J100 était de 81%.

Conclusion : Nous avons retrouvé une faible incidence de la cystite hémorragique a BK virus
dans le cadre de l'allogreffe haplo identique de cellules souches hématopoiétiques. La CH avait
un impact sur la morbidité mais non sur la mortalité. Nous avons mis en évidence une positivité
des PCR BK virus urinaires au minimum 1 mois avant I’apparition des signes cliniques de CH.
Une étude prospective multicentrique de plus grande envergure serait nécessaire pour
corroborer nos résultats.
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MOTS CLES : cystite hémorragique, greffe haplo identique de cellules souches
hématopoiétiques, BK virus
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