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Résumé de l’article

Introduction : Les recommandations sur le CMV préconisent une recherche de résistance aux
antiviraux chez les transplantés rénaux qui présentent les deux critéres suivants : 1 / une exposition
cumulative au (Val)ganciclovir ((V)GCV)> 6 semaines et 2 / un échec du traitement aprés >2
semaines de GCV a pleine dose. Les objectifs de cette étude étaient de décrire les caractéristiques, les
facteurs de risque et I'évolution dans le temps des infections 8 CMV conduisant a une résistance aux
antiviraux.

Matériel et Méthodes : Nous avons réalisé une étude de cohorte rétrospective de 313 patients
transplantés rénaux qui ont présenté un premier épisode 8 CMV ayant nécessité un traitement antiviral
d’octobre 2004 a décembre 2017. Des analyses de régression logistique et de Cox ont été effectuées
pour identifier les facteurs de risque de persistance d’ADNémie CMV a 7 semaines de traitement, la
récidive a CMV et la mutation conférant une résistance aux médicaments antiviraux.

Résultats : Cinquante-huit (18 %) des 313 patients ont développé une ADNémie CMV persistante et
65 (21%) récidive clinique. Les facteurs de risque d' ADNémie CMV persistante et de récidive clinique
étaient similaires : traitement par corticostéroides et globulines anti-lymphocytaires, statut sérologique
D+ R-, lymphopénie, charge virale élevée et maladie a CMV. L'incidence d'une résistance aux
antiviraux était de 6,3% (20/313). De plus, 30% des résistances aux antiviraux ont été détectées en
dehors des critéres de dépistage indiqués par les recommandations. Nous avons constaté que
I'ADNémie persistante du CMV (HR = 6,25, 1C95% 2,45-15,96, p <0,001) et la récidive clinique
(HR = 7,20, 1C95% 2,57-18,09, p <0,001) étaient les seuls facteurs de risque associés au
développement d'un mutant résistant aux antiviraux. L'ajout de la récidive clinique aux deux critéres
actuels a amélioré de 10% la stratégie de dépistage de la résistance aux antiviraux.

Conclusion : Nous avons identifié un nouveau scénario menant a une résistance aux antiviraux
associant une ADNémie persistante et récidive clinique. Cette perspective impliquant une analyse
chronologique de I’histoire de 1’épisode a CMV pourrait permettre un diagnostic plus précoce de la
résistance aux antiviraux.

Mots clés : cytomegalovirus ; transplantation rénale ; récidive clinique ; mutation.

Introduction: CMV guidelines recommend testing for an antiviral drug resistance in kidney
transplant recipients (KTR) who exhibit the two following criteria: 1/ a cumulative (Val)ganciclovir
((V)GCV) exposure >6 weeks and 2/ a treatment failure after >2 weeks of ongoing full dose (V)GCV.
The objectives of this study were to describe the characteristics, the risk factors and the time course of
CMYV infections leading to antiviral drug resistance.

Material and methods: We performed a retrospective cohort study in 313 KTR treated for a first
episode of CMV infection or disease from Oct 2004 to December 2017. Logistic and Cox regression
analyses were performed for identifying risk factors of persistent CMV DNAemia, CMV recurrence,
and antiviral drug resistance.

Results: Fifty-eight (18%) of the 313 KTR developed persistent CMV DNAemia and 65 (21%)
clinical recurrence. The risk factors of persistent CMV DNAemia and clinical recurrence were similar:
treatment with corticosteroid and anti-lymphocyte globulin, D+R- CMV serostatus, lymphopenia, high
viral load and CMV disease. The incidence of an antiviral drug resistance was 6.3% (20/313).
Importantly, 30% of antiviral drug resistances were detected outside the screening criteria indicated by
the guidelines. We found that persistent CMV DNAemia (HR = 6.25, C195% 2.45-15.96, p <0.001)
and clinical recurrence (HR = 7.20, C195% 2.57-18.09, p <0.001) were the only risk factors associated
with the development of antiviral drug resistance. The addition of the clinical recurrence to the 2
current criteria improved the screening strategy of antiviral drug resistance by 10%.

Conclusion: We identified a new scenario leading to resistance to antivirals associating persistent
CMV DNAemia and clinical recurrence. This perspective involving a chronological analysis of the
history of the CMV episode could allow a better and earlier diagnosis of antiviral resistance.
Keywords: cytomegalovirus; kidney transplantation; clinical recurrence; antiviral drug resistance.
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Introduction : I'infection a CMV chez le transplanté d’organe solide

Le cytomégalovirus

Le cytomégalovirus (CMV) humain est un virus membre de la sous-famille des Beta-
herpervirinae, appartenant a la famille des Herpesviridae. C'est le plus grand des herpes
virus, avec un ADN double-brin de 230 kilo bases et la possibilité de coder plus de 200
protéines virales, avec I'aide de la cellule h6te infectée. Les protéines de I'enveloppe sont
impliquées dans les phénomeénes d’attachement et de pénétration du virus ; elles sont aussi
les cibles des anticorps neutralisants. Aprés pénétration du virus dans sa cellule cible, une
infection comporte trois phases: la phase « trés précoce » qui comporte la synthése de
facteurs de transcription; la phase « précoce » dans les 24 premiéres heures suivant
I'infection, conduisant a la synthése d’'une ADN polymérase virale fonctionnelle, permettant
la synthese de I’ADN viral, et de certaines protéines du tégument (pp65, pp52) ; puis vient la
phase « tardive » et la synthése des protéines structurales (gB, gH) (1).

Le principal mode de transmission du virus est par contact direct a travers les fluides
corporels. Ceci explique la prévalence du CMV plus importante dans les pays a ressources
limitées, en lien avec la promiscuité plus importante, qui permet une transmission aisée du
virus (2).

La physiopathologie de I'infection a CMV est marquée par son lien avec le systeme
immunitaire et son histoire naturelle est émaillée de plusieurs phases. Vient tout d’abord
une primo-infection. La virémie ou dissémination sanguine (aussi appelée ADNémie lorsque
sa détection se fait par Polymerase Chain Reaction (PCR) permettant d’identifier la présence
d’ADN virale) permet au virus d’atteindre ses organes cibles. Le CMV a un tropisme cellulaire
trés large, expliquant que tout organe peut étre infecté. Par la suite, il a la capacité d’entrer
en phase de latence (présence d’ADN viral en I'absence d’expression protéique),
entrecoupée de phases de réactivations (infection active productive). Les mécanismes de
latence sont mal connus. Les réinfections par une nouvelle souche sont rares mais restent
possibles. La réactivation survient probablement de fagcon périodique et asymptomatique
chez le sujet immunocompétent, mais aussi classiquement a la faveur d’une

immunosuppression, d’une infection, d’un stress, d’une inflammation. La réactivation est
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donc fortement corrélée a I'état des capacités immunologiques de I’hote, et leur défaillance

conduira a une ADNémie puis une maladie (3).

Greffon // - \\
Virus présent & ,/H Primo-infection)
dans l'urine, le lait, " 4 \ /
les voies geénitales, etc. & _// Feetus
o S
] : . ‘/’> . : : 7_\\\.
(_Réinfection > (_Réactivation >
|A
> Virémie
. l (= Stimulation
Excrétion virale ~ <—— Organescibles allogénique
l Immunodépression
B Latence

Figure 1 : Physiopathologie de l'infection a CMV. D’aprés Mazeron (3)

Mécanismes immunitaires de défense anti CMV et implications en
transplantation rénale

La compréhension des mécanismes immunitaires impliqués est primordiale et les
conséquences cliniques de cette physiopathologie sont importantes, avec la nécessité de
prendre en compte plusieurs facteurs dans |’évaluation et la prise en charge des patients
transplantés d’organe solide.

Concernant I'immunité innée, I'interaction du virus (gB et gH) avec certains Tool Like
Receptors (TLR 2 notamment) entraine une sécrétion cytokinique et chémokinique par les
cellules dendritiques. Il a notamment été prouvé qu’une mutation du TLR 2 entrainait une
majoration de la durée de réplication virale chez les patients transplantés hépatiques (4).
Cette sécrétion cytokinique a pour conséquence une activation des cellules Natural Killer

(NK), cellules dont le role anti CMV est aussi majeur. En effet, il a été montré que I'activité
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de ces cellules est inversement corrélée au nombre d’épisode d’infection a CMV chez le
patient transplanté rénal (5).

En ce qui concerne I'immunité acquise humorale, on observe la présence d’anticorps
neutralisant qui ciblent les glycoprotéines d’enveloppe notamment gB et gH. Il est connu
gue chez les patients transplantés rénaux, la séropositivité diminue le risque d’infection a
CMV (6). Il s’agit la d’une piste de recherche importante de la lutte anti-CMV chez les
transplantés d’organe, notamment via le développement d’un vaccin.

Enfin, la réponse immunitaire acquise cellulaire T est I'élément le plus important
impliqué anti-CMV. Tout d’abord, les médiateurs de cette réponse immune T jouent un role
majeur. Les lymphocytes T af incluant les lymphocytes T CD4 + et CD8 +, ciblent
principalement la protéine virale pp65 et le facteur de transcription IE1. Une autre
population lymphocytaire T, les Lymphocytes T y6 exercent une activité anti-CMV spécifique.
Il s’agit d’une sous-population lymphocytaire peu présente dans le sang circulant,
principalement présente dans les muqueuses, notamment digestives. Cela fait déja plusieurs
années que notre équipe travaille sur leur implication dans le contréle de I'infection a CMV.
Il est maintenant bien démontré qu’apres une infection a CMV et non aux autres pathogenes
viraux, on observe une expansion de clones spécifiques anti-CMV (7). Une sous-population
de LT y§, les V&62neg yO T présentent une expansion massive dans le sang périphérique du
patient infecté, notamment chez le receveur d’une transplantation d’organe solide. Notre
équipe a démontré que cette expansion dans le sang est a la fois corrélée a une résolution
d’ADNémie a CMV plus fréguente et a une baisse de I'apparition de résistance du CMV chez

272 patients transplantés rénaux a risque d’infection a CMV (8).

La transplantation rénale implique des traitements immunosuppresseurs dans la
prévention du rejet de I'organe transplanté. Celle-ci est plus ou moins importante en
fonction des situations et son évaluation va étre importante vis-a-vis de la prise en charge
anti-CMV.

Tout d’abord, le délai par rapport a la transplantation est important. En effet,
I'immunosuppression est plus importante en général lors des 6 premiers mois au vu d’un
risque de rejet plus élevé, ce qui entraine un sur risque d’infection lors de cette période (9).
Il a été prouvé que lorsque I'infection apparaissait a distance de la transplantation,

I'infection a CMV était plus facilement contrélée (10). L’hypothése la plus probable serait
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gu’il existe une immunité moins déprimée lorsque I'on se trouve a distance de la

transplantation.

—__ Donor-Derived Nosocomial, technical Activation of latent infection

Infection (donor or recipient) (relapsed, residual, opportunistic) Communtty-acquired

Dynamic assessment of risk of infection

™ Transplantation

Common Infections in Solid-Organ Transplant Recipients

L Recipient-Derived <1 Month 1-6 Months >6 Months
Infection Infection with antimicrobial- With PCP and antiviral (CMV,HBV) Community-acquired pneumonia,
resistant species: prophylaxis: urinary tract infection
MRSA Polyomavirus BK infection, nephropathy Infection with aspergillus, atypical
VRE C. difficile colitis molds, mucor species
Candida species (non-albicans) HCV infection Infection with nocardia, rhodo-
Aspiration Adenovirus infection, influenza coccus species
Catheter infection Cryptococcus negformans infection Late viral infections:
Wound infection Mycobacterium tuberculosis infection CMV infection (colitis and
Anastomotic leaks and ischemia Anastomotic complications retinitis)
Clostridium difficile colitis Hepatitis (HBV, HCV)
Without prophylaxis: HSV encephalitis
Donor-derived infection Pneumocystis Community-acquired (SARS,
(uncommon): Infection with herpesviruses (HSV, West Nile virus infection)
HSV, LCMV, rhabdovirus VZV, CMV, EBV) JC polyomavirus infection (PML)
(rabies), West Nile virus, HBYV infection Skin cancer, lymphoma (PTLD)
HIV,Trypanosoma auzi Infection with listeria, nocardia, toxo-
plasma, strongyloides, leishmania,
Recipient-derived infection T. cruzi
(colonization):
Aspergillus, pseudomonas

Figure 2 : Chronologie des infections chez le patient transplanté d’organe solide. D’aprés Fishman (9)

Cette chronologie est a confronter avec les épisodes de rejets qui surviennent au
cours de I'histoire de greffe du patient, entrainant une majoration de I'immunosuppression
et donc un risque infectieux plus grand. Une étude reprenant plus de 15 000 patients en
cohorte rétrospective observait un risque majoré de survenue d’infection a CMV apres un
épisode de rejet (11). Toujours dans cette logique de balance immunosuppression et
infection, le risque immunologique du patient transplanté entre en compte. Par exemple, il a
été montré un sur-risque d’infection a CMV avec I'utilisation d’anti-thymocyte globulines
(ATG) comparé a une immunosuppression plus faible comme les anti-IL2R (12). Enfin, le
type d’organe solide transplanté rentre aussi en compte, avec notamment un sur risque

d’infection a CMV, ou de récidive chez les patients transplantés pulmonaires (13).
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Généralités sur I’'infection a CMV chez le patient transplanté d’organe solide

L'infection par le CMV est actuellement l'infection virale la plus commune en
transplantation d’organes solides, et notamment en transplantation rénale (14,15). Il a été
décidé de maniere consensuelle une distinction entre I'infection a CMV correspondant a une
CMV ADNémie positive (détectée par PCR sur sang total, préférentiellement appelée QNAT
pour « quantitative acid nucleic testing ») sans symptome associé ; et la maladie a CMV
correspondant a CMV ADNémie positive et présence de symptomes (16). La primo-infection
est définie comme la premiére détection d'une infection a CMV chez un individu qui n'avait
aucune preuve d'exposition au CMV avant la transplantation ; la récidive a CMV est définie
comme une nouvelle infection a CMV chez un patient présentant des preuves antérieures
d'infection a CMV, qui n'a pas eu de virus détecté depuis au moins 4 semaines pendant la
surveillance active (16).

En termes de pathogénicité, l'infection chez un patient immunocompétent est
bénigne dans la grande majorité des cas, mais lorsqu’elle survient chez un patient
immunodéprimé et notamment chez un patient transplanté d’organe solide, elle est un
facteur important de morbi-mortalité. Le CMV exerce ses effets directs au moment de
I'infection, pouvant aller d’'un simple syndrome viral (classiquement fiévre, frissons,
myalgies, leucopénie, thrombopénie et cytolyse hépatique) a une maladie invasive, avec
atteinte d’organe. L’atteinte d’organe est trés variable, avec le plus fréquemment la colite a
CMV ou la pneumopathie a CMV, mais peut aussi plus rarement toucher d’autres organes

comme le ceeur, le cerveau, ou encore la vésicule biliaire (1).
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Encéphalite a CMV

Rétinite a CMV

Pneumonie a CMV

Pancréatite a CMV

Colite a CMV

Figure 3 : Atteintes des différents organes lors d’'une maladie a CMV.

Lui sont également reconnus des effets indirects entrainant une majoration des
rejets et des pertes de greffons, des infections bactériennes ou fongiques, des événements

cardio-vasculaires et autres chez les patients en contact avec I'agent viral (17).

Lorsque les signes clinico-biologiques font suspecter une infection a CMV, le
diagnostic est par la suite microbiologique et plus précisément virologique. Le diagnostic
d’ADNémie a CMV est recommandé grace a la technique de QNAT, préférentiellement sur
sang total. Cette derniére est standardisée et calibrée avec le World Health Organization
(WHO) international standard, exprimée en Ul/mL. Le seuil de sensibilité pour la positivité
varie selon les centres, ainsi que le seuil permettant une quantification précise de la charge
virale. Une technique est dite hautement sensible si le seuil de quantification est < 200
Ul/mL (18). Les autres méthodes de diagnostic, principalement utilisées sur des
prélevements de tissu, sont 'anatomopathologie avec recherche de I'effet pathogene direct,

mais aussi par identification antigénique via I'immunohistochimie (gold standard).
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Les stratégies de prévention des infections a CMV chez le patient transplanté
d’organe

Un aspect de la prise en charge actuelle consiste a diminuer I'incidence de I'infection
a CMV en instaurant une stratégie préventive aprés la transplantation. Les facteurs
principaux pouvant influencer le choix de cette stratégie préventive sont le statut
sérologique a la greffe, le type d’organe transplanté, et enfin lintensité de
I'immunosuppression. Il existe classiquement quatre types de stratégies préventives, qui
peuvent potentiellement étre combinées.

La premiere est la stratégie dite de « prophylaxie universelle ». Elle est basée sur
I"utilisation de valganciclovir (VGCV) 900 mg/jour adaptée a la fonction rénale. Chez les
patients receveurs séronégatifs avant transplantation rénale recevant un greffon d’un
donneur séropositif (D+R-), qui sont les plus a risque d’infection, cette prophylaxie est
désormais utilisée durant 6 mois (19). Chez les patients séropositifs avant la transplantation
rénale (R+), l'utilisation n’est que de 3 mois (20). Enfin chez les patients séronégatifs
recevant un transplant rénal d’un donneur séronégatif (D-/R-) aucune prophylaxie n’est
donnée (18).

La seconde stratégie dite « préemptive » est fondée sur une surveillance rapprochée
de la PCR CMV sanguine une fois par semaine jusqu’a 3 mois post transplantation, puis 1 fois
par mois jusqu’a 12 mois. Un traitement antiviral n’est donné que si la PCR se positive au-
dessus d’un certain seuil quantitatif (18).

Une troisieme stratégie combine une surveillance préemptive des PCR aprés
prophylaxie universelle, mais elle n’a pas été évaluée lors d’essai clinigue randomisé et a ce
jour elle n’est pas recommandée.

Une stratégie potentielle de prévention repose sur I'utilisation d’inhibiteurs de mTOR
en de novo dans le traitement antirejet d’entretien. L'étude TRANSFORM, publiée dans le
Journal of American Society of Nephrology (JASN) en 2018 est un essai multicentrique,
randomisé sur 2037 receveurs de transplantation rénale, qui compare I'association en
traitement d’entretien, de I'everolimus avec une exposition réduite aux inhibiteurs de la
calcineurine (CNI) ou de I'acide mycophénolique (MPA) avec une exposition standard aux
CNI. Sur le plan virologique, qui n’était pas I'objectif principal de I’étude, il a été montré une

diminution de l'incidence des infections a CMV chez les patients traités par everolimus,
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comparés au MPA (3,6% contre 13,3%) (21). De plus, une méta-analyse de 2017 publiée dans
le méme journal par Mallat et al, concluait a une diminution du risque d’infection a CMV
chez les patients traités par inhibiteurs de mTOR comparés aux CNI (22). Parmi les études
ayant analysé les infections a CMV comme critére de jugement principal avec I'utilisation des
inhibiteurs de mTOR en de novo, on peut citer celle de Basso et al parue en 2018 dans
Transplant Infectious Disease, incluant 273 patients R+, ne recevant pas de prophylaxie pour
le CMV. Les patients étaient traités par everolimus ou MPA, associés a du tacrolimus et des
corticoides. L’incidence d’une premiére infection ou maladie a CMV était plus basse chez les
patients traités par everolimus (respectivement 2,5 vs 7,2 vs 33,7%, p=0,001) (23). Un autre
exemple est une étude parue dans Transplant International en 2018, mené par I'équipe de
De Sandes-Freitas et al. Chez 115 patients induits par globulines anti-lymphocytaires qui
suivaient un traitement immunosuppresseur sans corticoides, I'association everolimus et
tacrolimus présentaient moins d’événements en lien avec le CMV que les patients traités par
tacrolimus et MPA apreés 3 ans de suivi (24). A ce jour les données disponibles montrent que
I"utilisation des inhibiteurs de mTOR en de novo réduisent I'incidence des infections a CMV
chez les transplantés rénaux séropositifs, mais il n’est pas formellement démontré que
I’Everolimus pouvait remplacer en prévention de la maladie a CMV le Valganciclovir ou la

stratégie préemptive.

Les deux principales stratégies, la stratégie avec prophylaxie universelle et la
stratégie préemptive ont été évaluées et comparées par de nombreuses études. La tendance
est plutot en faveur de la stratégie prophylactique, notamment sur les conclusion de deux
essais cliniques, que ce soit chez les patients dits « a risque d’infection a CMV » ou chez les
patients R+ (20,25). L'une des différences majeures entre ces deux stratégies est le timing
d’apparition de l'infection a CMV. La prophylaxie a dans la majorité des cas pour
conséquence de retarder I'apparition de l'infection (> 3 mois), qui est nommeée « Late Onset
Infection/Disease (LOD) », au contraire de la stratégie préemptive ou l'infection survient
généralement dans les 3 premiers mois, nommée « Early-Onset Infection/Disease (EOD) ».
Notre équipe a publié en 2015 une étude dans I"American Journal of Transplantation (AJT)
montrant une clairance virale retardée, un taux de récidive plus important, et un taux de

d’apparition de mutants résistants plus important lors des EOD (10).
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En ce qui concerne la transplantation rénale, les recommandations datant de la
conférence de consensus de 2018 indiquent la possibilité de réaliser 'une ou I'autre sans les
départager (18). Dans le centre de transplantation rénale du CHU de Bordeaux, la stratégie
préemptive a été utilisée jusqu’a 2011, puis devant une plus grande simplicité de réalisation,
la prophylaxie universelle a été adoptée. Le tableau 1 résume les caractéristiques des deux

stratégies (26).

Tableau 1 : Prévention d’infection a CMV chez le patient transplanté rénal. D’aprés Kaminski (26).

Prophylaxie universelle Traitement préemptif
ADNémie précoce Rare Fréquente
Prévention de la maladie a CMV Bonne efficacité Bonne efficacité (moindre chez les R+ ?)
CMV tardif (infection/maladie) Fréquent Rare
Résistance associée a une mutation (UL97 ou UL54) Rare Rare
Facilité d'utilisation Facile Fastidieux
Infections aux autres herpes virus Prévention Ne prévient pas
Autres infections opportunistes Pourrait prévenir ?
Cont Cont élevé du valganciclovir Coint de la PCR
Tolérance Effets secondaires du valganciclovir Peu de toxicité
Prévention du rejet Pourrait prévenir ?
Survie de greffon Pourrait améliorer Pourrait améliorer

Le traitement anti viral lors d’une infection a CMV chez le patient transplanté
d’organe solide

Le traitement de I'infection a CMV est bien connu et les modalités ont été explicitées
dans la derniére conférence de consensus (18). Il est basé principalement sur I'utilisation de
deux molécules de la méme famille.

Le ganciclovir (GCV) est un analogue synthétique de la 2’ -désoxyguanosine, qui agit
en inhibant in vitro et in vivo la réplication des virus de I'herpés. Le GCV doit étre tri-
phosphorylé pour étre actif et la 1° phosphorylation est faite par la kinase virale. L'activité
antivirale du GCV se produit par inhibition de la synthése de I'ADN viral, puisque le
triphosphate de GCV s’incorpore dans I’ADN viral en remplacement du triphosphate de
désoxyguanosine et empéche I'élongation de I’ADN par la polymérase du virus. Le VGCV est

la forme permettant une bonne biodisponibilité par voie orale (3).
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Figure 4 : Mécanismes d’action des antiviraux et des résistances associées. D’aprés Lurain (27).

Depuis l'essai randomisé VICTOR réalisé en 2007, [l'utilisation de ganciclovir
intraveineux (5 mg/kg/12h) ou de valganciclovir per os (900 mg/12h), adaptés a la fonction
rénale en utilisant la formule de Cockcroft-Gault, est recommandée, avec néanmoins une
préférence de la forme IV lorsque la présentation est sévere (28). Lors de I'essai ou le
schéma thérapeutique était de 21 jours de traitement a dose curative suivi de 28 jours de
traitement a dose préventive (demi-doses), I'objectif principal qui était I'éradication de
I’ADNémie a J21 était atteint de maniere similaire dans le groupe GCV et dans le groupe
VGCV, essai excluant les patients avec une infection sévere.

Le suivi du patient lors de I'infection se base d’une part sur la clinique et d’'une autre
sur la QNAT CMV qui est réalisée au moins une fois par semaine. Se pose la question de la
durée de traitement, pour laquelle les recommandations proposent un traitement curatif de
minimum de deux semaines et jusqu’a éradication de ’ADNémie. L’éradication est définie
par I'obtention d’'une ADNémie inférieure au seuil de quantification avec une technique de
détection hautement sensible ou de deux négatives lors de |'utilisation de techniques moins
sensibles. Le relais par un traitement antiviral prophylactique n’est plus recommandé (18).

Les autres options thérapeutiques non utilisées en premiére intention sont le foscavir
IV, le cidofovir IV et ne seront pas détaillées ici. Elles sont principalement utilisées lors de

situation faisant suspecter un virus résistant aux antiviraux de premiere ligne.
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Les antiviraux ne sont pas sans effets secondaires (leucopénies, thrombopénies,
diarrhées...), et il nous semble fondamental de souligner que le traitement antiviral ne reste
gu’un traitement virostatique et n’est qu’un adjuvant de la réponse immune, qui est la

véritable clef de la guérison de I'infection a CMV.
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Revue de la littérature : Les infections a CMV « compliquées » chez le patient
transplanté d’organe solide

Problématique des infection/maladies a CMV a ADNémie persistantes

Dans la majorité des épisodes a CMV traités, la clairance virale compléte
(indétectabilité de ’ADNémie) est atteinte dans les 49 jours de début du traitement. Dans
I’essai VICTOR publié dans I’AJT en 2007 comprenant 321 patients dont 73% de transplantés
rénaux, I"éradication virale a J21 du traitement était I'objectif principal. Il était atteint dans
45 3 48% des cas. A J49, I'éradication virale était atteinte chez 67 a 70% des patients. Le seuil
pour définir I’éradication virale était 600 copies/mL. Si I’'on définit un épisode avec ADNémie
toujours détectable a J49 comme un épisode d’ « ADNémie persistante », on I'observe donc
chez environ 30% des patients de I’étude. Cependant, il s’agit d’'une étude prenant en charge
97% de maladie a CMV et 3% d’infection a CMV, excluant les infections séveres, et enfin
avec un schéma de traitement (3 semaines de traitement a dose curative puis 4 semaines a
dose préventive) différent de la pratigue recommandée qui est de poursuivre le traitement
curatif jusqu’a la clairance virale compléte. La population étudiée et les conclusions
spécifiques sur cette problématique sont donc difficilement extrapolables a la pratique
qguotidienne. Lors de I'analyse, les auteurs ont tenté d’identifier des facteurs de risque
d’échec d’éradication virale a J21 et a J49, seule une charge virale basale > 10000 copies/mL
était statistiqguement associée mais uniguement en analyse uni variée (28).

Par la suite, I'équipe dirigeant I’essai VICTOR a publié plusieurs articles avec des
analyses complémentaires de cet essai clinique, aprés un suivi prolongé. Le premier publié
dans I’AJT en 2009 s’intéresse particulierement aux récidives des infections a CMV, que nous
décrirons plus en détail par la suite, mais dont le seul facteur de risque statistiqguement
significatif de récidive est I'absence de clairance virale compléte aJ21 . Une ADNémie
toujours détectable a J21 est donc associée a un taux de récidive plus élevé (29). Ce lien
entre les différentes infections a CMV « compliquées » est retrouvé dans une autre
publication complémentaire a I’essai VICTOR publiée par Boivin et al retrouvant I'absence de
clairance virale a J21 comme facteur de risque associé a I'apparition d’un CMV ganciclovir-
résistant (30). Cette étude est décrite plus en détail par la suite.

Un autre article publié une nouvelle fois par la méme équipe dans I’AJT en 2010,

investigue |'effet du traitement immunosuppresseur sur |’éradication virale (31). Les auteurs
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concluent que seules I'utilisation d’induction par Anticorps anti Lymphocyte T, l'utilisation de
doses diminuées de CNI et enfin I'utilisation d’'une double immunosuppression (vs une
triple), étaient des facteurs associés a un taux plus élevé d’éradication virale a J21, mais pas
aJ49 (en analyse univariée). Un délai de survenu de lI'infection supérieur a 60 jours par
rapport a la date de transplantation était aussi un facteur impactant positivement sur
I’éradication a J21 mais pas a J49. Les autres analyses concernant I'immunosuppression
utilisée ne montraient pas d’effet significatif sur I’éradication virale a J21 ou J 49. Les auteurs
concluent donc gu’un allegement de I'immunosuppression permettrait une éradication
virale plus rapide, ce qui pourrait impacter sur I’évolution tardive de I'infection, mais sans
preuve statistique concluante dans cette étude concernant |’éradication virale au terme des
49 jours de traitement. D’autres facteurs associés a I’éradication a J21 ont été soulignés par
la méme équipe analysant les données de I'essai VICTOR, notamment certains biomarqueurs
inflammatoires ou des variants de la glycoprotéines gB du virus (32).

Deux études rétrospectives menées par notre équipe publiées dans I’AJT ont aussi
apporté des informations a ce sujet. La premiere en 2012 comparant les stratégies
préemptives et prophylactiques chez 112 patients receveurs D+ R-. 3% des patients traités
en prophylactiques étaient en « ADNémie persistante » a 8 semaines contre 31% lors de
I'utilisation de la stratégie préemptive (p=0.001) (33). En 2016, il était comparé, chez 168
patients D+/R-, les infections précoces (EOD, < a 3 mois) et les infections tardives (LOD, > 3
mois). L’analyse statistique retrouvait que les temps médians d’obtention d’une clairance
virale compléte étaient allongés dans le groupe EOD (60 jours) comparés au groupe LOD (40
jours), avec une différence statistiguement significative (p<0.0001). Le groupe EOD dépasse
donc de maniére importante le délai de 49 jours utilisé dans les autres études et contient
donc une quantité importante de patients a « ADNémie persistante » (10).

Peu d’étude se sont donc intéressées prioritairement a la clairance virale en tant que
critére de jugement, alors qu'’il s’agit du critere de jugement principal dans le seul essai
clinique jusqu’alors réalisé sur l'infection a CMV chez les transplantés d’organe solide. Nous
citerons deux autres études qui sont plus détaillées ci-apres, I'une montrant que la clairance
virale lors du premier épisode d’infection a CMV est atteinte plus rapidement que celle lors
d’un épisode de récidive (34), et I'autre ayant observé une clairance virale compléete plus
fréquente lors de I'instauration d’un traitement anti-CMV dit sauvage face a un CMV mutant

(35).
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Le succés concernant I’éradication virale est pour autant un élément clé de
I'anamneése de I’histoire du CMV d’un patient transplanté d’organe solide, car son échec est
associé comme nous allons le voir aux paragraphes suivant a d’autres évéenements péjoratifs
liés au CMV comme les récidives ou I'apparition de mutations. Le tableau 2 résume les

facteurs associés a des difficultés d’éradication virale retrouvés dans la littérature.

Tableau 2 : Facteurs associés a des difficultés d’éradication virale.

Facteurs associés a des

difficultés d’éradication virale

Général - Délai entre la transplantation et - Asberg etal. 2010 ; Kaminski et
I'infection a CMV court ail 2708
- Utilisation d’une stratégie - Couzietal 2012
préemptive
Immunologique - Utilisation d’ATG en induction - Asbergetal 2010

- Doses d’anti-calcineurine élevées
- Triple immunosuppression (vs
double)
Virologique - Charge virale initiale élevée - Asberg 2007

Problématique des infection/maladies a CMV récidivantes

La récidive est définie par les critéres d’une infection a CMV survenant chez un
patient ayant eu une premiere infection antérieurement, et qui a atteint |'objectif
d’éradication virale (16). Jusqu’aux nouvelles recommandations de 2018, un traitement
prophylactique secondaire a la suite du traitement curatif de I'épisode d’infection a CMV
était préconisé. Cependant, les mises a jour de celles-ci n’indiquent plus d’intérét a utiliser
un antiviral a dose prophylactique en prévention secondaire.

Un nombre plus important d’études se sont intéressées a I'évéenement récidive
comme critere de jugement, ce qui nous permet de les classer selon I'approche gu’ils ont

voulu souligner.

a. D’ordre général tout d’abord :

Les données répertoriées de I'essai VICTOR ont permis aux auteurs d’analyser les
complications des infections/maladies a CMV. Une récidive clinique au-dela de j49 a été
trouvée dans 15,1% des cas et une récidive virologique dans 30,0%, sans différence entre les
groupes VGCV et GCV (p=0,77). Dans une analyse de régression logistique multivariée, le
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seul facteur prédictif indépendant de récidive était I'échec d'éradication de ’ADNémie au
21°me jour (29). L'autre publication, 'année suivante, évalue I'impact des thérapies
immunosuppressives sur |'apparition de récidive virologique. En effet, on observait une
réduction significative de récidive virologique avec I'utilisation de tacrolimus par rapport a la
ciclosporine, et par I'utilisation du MPA. L'utilisation d’ATG, I'utilisation de deux vs trois
immunosuppresseurs ou encore |'utilisation de CNI a des taux diminués n’étaient pas des

facteurs associés a une baisse du taux de récidive de maniere significative (31).

En 2010, Eid et al ont publié dans I'AJT une étude sur 26 patients D+/R- transplantés
d’organe solide atteints d’une maladie a CMV invasive prouvée sur biopsie colorectale. 7
patients (27%) ont présenté une récidive virologique ou clinique, et le seul facteur de risque
significatif en analyse univariée était la présence d’'une maladie étendue visualisée lors de

I’endoscopie initiale (36).

En 2011, Helantera et al ont présenté dans un article publié dans le Transplantation
International une cohorte rétrospective de 67 infections a CMV. L’objectif principal était
I’étude des facteurs de risques de récidive d’infection a CMV, et dans leur
analyse multivariée, seul le retard de reprise de fonction du greffon ainsi que la charge virale

initiale élevée était associés a un risque plus important d’apparition de récidive (37).

En 2012, dans I’étude comparant les stratégies préemptives et prophylactiques
publiée par L. Couzi et al, on observait un taux de récidive de 23% dans le groupe préemptif
et de 9% dans le groupe prophylactique, mais sans étre statistiquement significatif (p=0.1)

(33).

En 2015, I’étude publiée par notre équipe citée précédemment concernant la
comparaison des infections précoces ou tardives a CMV, on observait un risque de récidive
d'ADNémie significativement réduit aprés LOD (36%) par rapport a EOD (80%). Le risque de
récidive de maladie a CMV a également été réduit apres LOD (3%) par rapport a EOD (30%)
(10).

b. Ensuite, certains auteurs se sont intéressés particulierement a I'utilisation des

antiviraux :
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Par exemple, I'utilisation de prophylaxie secondaire aprés I'infection a CMV par du
VGCV a été évaluée en termes d’impact sur la survenue de récidive. Sur une étude
rétrospective de 42 transplantés rénaux et hépatiques, I'utilisation d’antiviral en prophylaxie
secondaire n’était pas associée de maniéere significative a une réduction du taux de récidive
(38). Par la suite, en 2017, Gardiner et al publient dans le CID une étude de cohorte
rétrospective de 170 patients transplantés d’organe solide, dont 120 avaient regu une
prophylaxie secondaire. Dans I'année suivant I'événement initial lié au CMV, 23% des
patients ont présenté une récidive virologique ou clinique. La prise d’une prophylaxie

secondaire n’était pas associée a une diminution du risque de récidive (39).

L'autre interrogation sur |'utilisation des antiviraux était retrouvée dans I'étude
rétrospective mono centrique de 282 patients parue en 2017 dans Transplantation, par
Natori et al. Leur objectif principal était I’étude des facteurs de risque de récidives et surtout
de I'impact d’un traitement antiviral prolongé sur la survenue de récidives. 80% des patients
étaient classés dans le groupe « traitement antiviral prolongé » (médiane de nombre de jour
de traitement = 50,5 jours), gu’ils définissaient comme des patients ayant poursuivi le
traitement anti viral malgré éradication, que ce soit a dose préventive ou a dose curative.
Peu d’informations étaient données sur les clairances virales. A noter qu’il s’agit d’une étude
menée sur une faible minorité de patients transplantés rénaux (16%, n=45), avec en majorité
des patients transplantés pulmonaires dont on sait qu’il s’agit d’un facteur de risque de
récidive d’infection a CMV. Il était retrouvé un taux de récidive d’ADNémie de 30,5%. L'un
des résultats principaux était I'absence de différence du taux de récidive entre le groupe
« traitement antiviral prolongé » et I'autre. Lors de |'analyse multivariée, les facteurs de
risque de survenue de récidive étaient le sérostatut D+/R-, la transplantation pulmonaire,
I'antécédent de rejet aigu, et enfin une clairance virale de moitié atteinte dans les 3 jours

suivant le début du traitement (40).

c. Enfin, différentes équipes ont évalué I'importance spécifique de la réponse
immunologique dans ce contexte :

La premiere est I'étude du JASN publiée en 2016 par H. Kaminski et al déja décrite
précédemment. Nous avions observé que |'expansion des cellules T V62neg y6 était

présente chez 95% des patients sans récidive, alors que I'absence d’expansion des cellules
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TV&2neg y6 a été observée dans 86% des patients avec récidive d’ADNémie et 93% des
patients avec une maladie récidivante. Par conséquent, I'expansion des cellules T V62neg y&
avait une sensibilité de 93%, une spécificité de 94%, une VPP de 87% et un VPN de 97% dans

la prévision de I'absence de récidive du CMV a la fin de la traitement antiviral curatif (8).

La seconde, une étude publiée dans le Clinical Infectious Disease en 2018 par
Gardiner et al, consistait en I'analyse de facteur prédictif de récidive et plus particulierement
du nombre de lymphocytes totaux, sur une cohorte rétrospective de patients transplantés
cardiaques, hépatiques et rénaux traités pour un épisode d’infection et / ou de maladie a
CMV. Une récidive virologique ou clinique dans les 6 mois s'est produite chez 33 des 170
participants (19,4%). Un taux de lymphocyte abaissé était un facteur de risque indépendant
de récidive, avec un impact croissant selon la profondeur de la lymphopénie, ainsi que
I'utilisation d’ATG, une charge virale maximale élevée, et un sérostatut receveur négatif, en

analyse multivariée (41).

Enfin, Kumar et al ont publié dans I’AJT en 2017 une étude interventionnelle qui avait
pour objectif de démontrer la faisabilité d'un arrét précoce des antiviraux basé sur
I’évaluation de la réponse immunologie a médiation cellulaire CD8 anti-CMV chez les
patients atteints d’infection a CMV traitée, par mesure du Quantiféron. Parmi les 14 patients
de I’étude ayant eu un test immunologique positif, il n’y eu qu’une seule récidive,
virologique, asymptomatique, sans prophylaxie secondaire. Chez les 13 autres patients ne
faisant pas la preuve d’une réponse immunitaire CD8 spécifique du CMV, malgré une
prophylaxie secondaire de 2 mois, 9 d’entre eux ont présenté une récidive (42). Cette étude
montre donc qu’une réponse T CD8 protege de la survenue d’une récidive a la fin de la
prophylaxie. Elle vient confirmer I'importance de la réponse immunitaire cellulaire T qu’avait
mise en évidence Martin-Gandul et al dans une étude de cohorte rétrospective publiée en
2014 dans Transplantation International, qui montrait que le seul facteur associé en analyse
multivariée a une diminution du risque de récidive virale était le développement d’une
réponse immunitaire cellulaire spécifique anti CMV CD8+ (34). Le tableau 3 illustre les

facteurs associés dans les études précédents a des récidives a CMV.
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Tableau 3 : Facteurs associés a une infection a CMV récidivante

Facteurs associés a une

récidive
Général - Transplantation pulmonaire
- Retard de reprise de fonction a la o ERCE s A
greffe - Helantera etal. 2011
- Délai entre la transplantation et
I'infection court - Kaminski et al. 2015
- Antécédent de rejet aigu - Eidetal 2010
- Colite a CMV étendue
|mmuno|ogique - Serostatut D+ / R- - Natorietal 2017
- Induction par ATG - Kumarelal 2017
- Absence de réponse T CD8 - Martin-Gandul et al. 2014
- Absence d’expansion lymphocytaire
T V82neg v6 - Kaminski et al. 2016
- Taux de lymphocytes totaux diminué - Gardineretal. 2018
- Utilisation de la Ciclosporine plutot
que du Tacrolimus - Asbergetal 2010
Virologique - Charge virale initiale élevée - Gardineretal 2018
- Cinétique de clairance virale lente

a .. . R = Natori etal 2017
- Non éradication virale a J21 - Asberg etal. 2009

Problématique des infection/Maladies a CMV avec apparition de mutations
conférant une résistance aux antiviraux

La résistance aux médicaments antiviraux est définie comme une altération
génétique virale qui diminue la sensibilité a un ou plusieurs médicaments antiviraux. Les
deux mutations principalement décrites en termes de fréguence sont les mutations de
génome codant pour la kinase UL97 (la grande majorité) et le gene codant la polymérase
virale UL54 (27).

La fréquence d’apparition de mutation varie selon les études. Dans une étude
rétrospective portant sur 1244 receveurs de transplantation rénale ayant recu un traitement
préventif par VGCV, 2,2% ont développé plus tard un CMV mutant résistant au GCV, dont
96% étaient CMV D+R- (35). Les experts recommandent de rechercher une résistance aux
antiviraux chez les patients qui présentent les deux critéres suivants : 1 / une exposition
cumulée au GCV> 6 semaines et 2 / un échec de traitement aprés> 2 semaines de GCV ou

VGCV a dose complete en cours (18). Ce dernier critére, défini comme I'absence de
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diminution de la charge virale apres deux semaines de traitement, est appelé infection a
CMV réfractaire (43).

L'apparition de mutations conférant une résistance aux antiviraux est un tournant au
cours de l'infection a CMV d’un patient transplanté rénal, car elle est associée a un pronostic
rénal défavorable, une augmentation de la morbidité et de la mortalité (44). De nombreuses
équipes se sont penchées sur les facteurs de risques d’apparition de ces mutations.

In vitro d’abord, une étude d’Emery et Griffiths en 2000 s’intéressait a I'émergence
d’un mutant résistant (45). lls estimaient qu’elle dépendait essentiellement de la
concentration initiale en virus et de ses capacités de réplication. Les auteurs suggérent par
leurs recherches que pendant des périodes prolongées de thérapie par le GCV, I'apparition
soudaine de la résistance s'explique par la combinaison de deux populations en
augmentation exponentielle (type sauvage et mutant) a des doses de GCV qui n'inhibent pas
completement la réplication du CMV. Une exposition prolongée au GCV a des doses
insuffisantes favorise de manieére claire le développement de population de CMV résistants.

En pratique clinique, une publication de 2002 par Limaye et al a montré une
fréguence de 9% d’apparition de mutation conférant une résistance au GCV chez des
patients transplantés pulmonaires présentant une infection a CMV, préférentiellement chez
les patients D+ R- (46).

Puis, Boivin et al ont repris les données virologiques de 275 des patients de I'essai
clinique VICTOR, pour s’intéresser au développement de résistance au GCV confirmée ou
probable (30). 13 patients (4,7%) ont présenté une mutation confirmée ou probable
conférant une résistance au GCV. Cing diagnostics sur 13 étaient retrouvés dés JO. Le
sérostatut D+/R- était un facteur de risque associé au développement d’une résistance au
GCV ainsi que la persistance d’une ADNémie a J21. Une tendance au sur-risque de mutation
était évoquée concernant la charge virale initiale élevée > 10000 copies/mL (p=0.06). Un
tiers des patients présentant des mutations confirmées de résistance au CMV avaient une
maladie a CMV récidivante. lls ont aussi réalisé une analyse de régression logistique
multivariée a la recherche de facteurs de risques d’échec virologique, équivalent a la
persistance d’'une ADNémie a J21 et J49. Seule la présence de mutations de résistances
confirmées ou probables (OR = 8,50) et la charge virale de base> 10 000 copies / ml
(OR =5,89), étaient associées a une absence de clairance virale compléete a J49, confirmant la
relation étroite entre les différentes infections a CMV compliquées. Cette situation a été

mieux décrite en 2012 par Cunha-Bang et al dans I’AJT évaluant 49 allogreffés de moelle et
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50 transplantés d’organes solides (47). Les auteurs ont retrouvé que la prévalence de
Mutant GCV-résistants était de 0% lors du premier épisode, alors que durant les épisodes de
récidive, la prévalence était de 37%. L’autre facteur de risque associé a un échec de

traitement lors d’une analyse multivariée était I'importance de la charge virale.

Par ailleurs, trois articles dans le domaine des infections/maladies a CMV dites
« compliguées » ont été publiés par notre équipe et s’intéressent aux CMV mutants. Tout
d’abord, I'étude de 2012 qui s’intéressait a la comparaison des infections a CMV chez les
patients D+/ R- avec stratégie préemptive ou stratégie prophylactique, on observait que les
patients traités par la stratégie préemptive développaient plus de résistance (16% vs 3%,
p=0.05). Aussi, on retrouvait que 56% des patients avec une « ADNémie persistante » a 8
semaines de traitement présentaient une mutation de résistance contre aucun des 30
patients traités ayant eu une clairance virale compléte (p=0.0001). Enfin un pic de charge
virale > 180000 copies/mL était un facteur de risque de survenue de résistance (OR = 16.91,
p = 0.0008) (33). Par la suite, H. Kaminski et al par deux fois se sont intéressés a cette
guestion, dans deux études précédemment décrites dans ce mémoire. Dans |'étude
comparant les EOD et les LOD, on observait une incidence plus élevée significativement des
CMV résistants chez les patients présentant une EOD (p=0.008)(10). Dans I’étude soulignant
I'impact de I'expansion des Lymphocytes T V&2neg y6 sur les infections a CMV, chez les 15
patients D+/R- infectés présentant une résistance aux antiviraux, le temps médian de
I'expansion des cellules T V62neg yd était significativement retardé par rapport aux patients
sans résistance (8).

Enfin, une publication récente de 2017 dans le CID par Fisher et al, avait pour objectif
principal d’étudier les facteurs de risques d’apparition de résistance dans une cohorte cas
témoins rétrospective (44). Trente-sept patients transplantés d’organe solide ont présenté
une infection a CMV GCV-résistants, et ils étaient comparés a 109 patients infectés a CMV
GCV-sensibles. Le facteur de risque majeur d’apparition de résistance était I’exposition
prolongée au GCV. L'autre facteur de risque retrouvé était I'importance de la charge virale
initiale. Le délai de clairance virale n’était pas étudié ici. Le tableau 4 présente les facteurs
associés a I'apparition de CMV résistants aux antiviraux de premiére ligne, retrouvés dans les

études précédentes.
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Tableau 4 : Facteurs associés a 'apparition de CMV résistants aux antiviraux de premiere ligne.

Facteurs associés a I’apparition

de CMV résistants

Général

Immunologique

Virologique

Utilisation d’une stratégie préventive
préemptive

Délai entre la transplantation et
I'infection court

Exposition a un traitement anti viral
prolongé et / ou a doses inadéquates
Transplantation pulmonaire
Infection a CMV récidivante
Serostatut D+ / R-

Absence d’expansion lymphocytaire T
V62neg y&

Charge virale initiale élevée

Couzietal.2012
Kaminskietal. 2015
Emery etal 2002
Limaye et al. 2002

Cunha-bang et al. 2002

Limaye et al. 2002 ;
Myhreetal 2011

Kaminski et al. 2016

Boivin et al. 2009 ;

Couzietal 2012 ;
Fisher et al 2017

- Non éradication virale aJ21 ;J30; J49 - Boivinetal 2009;
Cunha-Bang et al. 2012
; Couzietal 2012

Objectifs de I’étude

Cette revue de la littérature illustre le fait qu’'une immunosuppression importante,
une absence d'immunité spécifique anti-CMV et une charge virale élevée sont des facteurs
associés a une évolution défavorable de I'infection a CMV. Cependant, alors que ces facteurs
de risque semblent favoriser I'apparition d’ADNémie CMV persistante, la survenue de
récidives, et enfin I'’émergence de CMV mutés, aucune étude n’a analysé ces évenements de
maniere conjointe.

La question de recherche posée était donc tout d’abord de décrire I’évolution
chronologique des épisodes a CMV nécessitant un traitement, chez les patients transplantés
rénaux. Par la suite, il nous semblait nécessaire d’analyser les différents liens entre les
évenements marquant de I'histoire du CMV, et plus particulierement ’ADNémie CMV
persistante, les récidives, et enfin I'apparition de mutation conférant une résistance

antivirale.
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Abstract

Introduction: CMV guidelines recommend testing for an antiviral drug resistance in kidney
transplant recipients (KTR) who exhibit the two following criteria: 1/ a cumulative
(Val)ganciclovir ((V)GCV) exposure >6 weeks and 2/ a treatment failure after >2 weeks of
ongoing full dose (V)GCV. The objectives of this study were to describe the characteristics,
the risk factors and the time course of CMV infections leading to antiviral drug resistance.
Material and methods: We performed a retrospective cohort study in 313 KTR treated for a
first episode of CMYV infection or disease from Oct 2004 to December 2017. Logistic and Cox
regression analyses were performed for identifying risk factors of persistent CMV DNAemia,
CMV recurrence, and antiviral drug resistance.

Results: Fifty-eight (18%) of the 313 KTR developed persistent CMV DNAemia and 65
(21%) clinical recurrence. The risk factors of persistent CMV DNAemia and clinical
recurrence were similar: treatment with corticosteroid and anti-lymphocyte globulin, D+R-
CMV serostatus, lymphopenia, high viral load and CMV disease. The incidence of an
antiviral drug resistance was 6.3% (20/313). Importantly, 30% of antiviral drug resistances
were detected outside the screening criteria indicated by the guidelines. We found that
persistent CMV DNAemia (HR = 6.25, CI195% 2.45-15.96, p <0.001) and clinical recurrence
(HR = 7.20, C195% 2.57-18.09, p <0.001) were the only risk factors associated with the
development of antiviral drug resistance. The addition of the clinical recurrence to the 2
current criteria improved the screening strategy of antiviral drug resistance by 10%.
Conclusion: We identified a new scenario leading to resistance to antivirals associating
persistent CMV DNAemia and clinical recurrence. This perspective involving a chronological
analysis of the history of the CMV episode could allow a better and earlier diagnosis of

antiviral resistance.

Key words: cytomegalovirus, kidney transplantation, antiviral drug resistance

39



Introduction

Cytomegalovirus (CMV) infection and disease are important causes of morbidity and
mortality in solid-organ transplant recipients (1). Based on the VICTOR study conducted in
adult solid organ transplant recipients (2), the third international consensus guidelines
recommend oral Valganciclovir (VGCV) in mild to moderate CMV disease, and intravenous
Ganciclovir (GCV) in life-threatening CMV disease (3). Current available drugs (GCV and
VGCV) are efficient to manage an undetermined number of CMV infection. However,
“difficult to treat” CMV infections need to be improved in their management, especially
CMV infections with an antiviral drug resistance.

Antiviral drug resistant CMV infection is defined as a viral genetic alteration (on UL97 and/or
ULS54 gens) that decreases susceptibility to one or more antiviral drugs (4). It occurs in up to
10% of the Solid Organ Transplant Recipients (SOTR) with CMV infection (5-8). A strong
immunosuppressive therapy, a lack of prior CMV immunity (Donor positive - recipient
negative D+ R-), a high CMV load during CMV disease, CMV DNAemia replication after 49
days of antiviral treatment (CMV DNAemia persistence), an extended period of antiviral drug
exposure and inadequate antiviral drug delivery are the most described risk factors of antiviral
drug resistance (8-13). CMV mutation is associated with a poorer renal function, an increased
morbidity and mortality (12,14,15). Although many risk factors were identified, all the
clinical scenarios and especially the time course of CMV infection associated with this
complication have not been fully captured. CMV guidelines recommend to test for an
antiviral drug resistance in patients who exhibit the two following criteria: 1/ a cumulative
GCV exposure >6 weeks and 2/ a treatment failure after >2 weeks of ongoing full dose GCV
or VGCV (3). We previously observed that a persistent CMV DNAemia after 7 weeks of
antiviral treatment was strongly associated with the occurrence of antiviral drug resistance

(2). However, it is still unclear whether recurrent CMV infection and disease which occur in
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30% and 15% of patients, respectively (16), are associated with an increased risk of antiviral
drug resistance.
The objectives of this study were then to describe the characteristics, the risk factors and the

time course of CMV infections leading to antiviral drug resistance.

Material and methods

Study design

We conducted a monocentric retrospective study at Bordeaux University Hospital, France,
from October 2004 to December 2017. Among the 1792 kidney transplantations performed at
our institution, we retrospectively included the consecutive 313 kidney transplant recipients
(KTR) who underwent CMV infections or diseases requiring a CMV treatment during this
period (17.5%). Combined transplantations were excluded. All patients were monitored for
two years after their first treated CMV episode. This study was approved by the Institutional

Review Board of the Bordeaux University Hospital.

Immunosuppression

HLA-sensitized patients were given rATG (THYMOGLOBULIN®, Sanofi-Aventis) protocol
on day 0 (1.5 mg per kilogram of body weight) and on days 1 through 4 (1mg/kg). In non-
HLA-sensitized patients, anti-IL2RA (20 mg) (SIMULECT®, Novartis Pharma SAS) was
similarly used on day 0 and day 4. Maintenance immunosuppressive regimen was based on
calcineurin inhibitors. Either tacrolimus (trough level 8-12 ng/ml for the first 3 months, then
5-10 ng/ml), or cyclosporine A (trough level 150-200 ng/ml for the first 3 months, then 75-
125 ng/ml) were used. Mycophenolic acid was mainly used in association with calcineurin
inhibitors. Steroids were used concomitantly, decreased in the first year and stopped only in

non-HLA-sensitized.
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All acute rejections, which included both antibody-mediated and T cell-mediated acute
rejections, were biopsy-proven. Glomerular filtration rate was expressed based on MDRD

formula.

CMVYV prevention

CMV preventive strategy evolved over time. From 2004 to November 30", 2006, D+R-
patients and R+ rATG-treated patients received universal prophylaxis (valganciclovir 900 mg
once daily) for 3 months. A preemptive strategy was used on anti-IL2 RA-treated patients.
From December 2006 to June 2010, all patients were preemptively followed: CMV whole-
blood real-time quantitative acid nucleic testing (QNAT) was performed once a week for the

first three months, twice a month from month 3 to 6, and then at month &, 10 and 12.

Finally, from July 2010 to December 2017, patients received universal prophylaxis either for
6 months (D+ R-) or for 3 months (R+). After the end of prophylaxis, CMV QNAT was
performed at month 4 and 6 (for patients having received prophylaxis for 3 months), 9 and 12
post-transplantation. For all patients after month 12, CMV QNAT was performed annually or

when CMV disease was clinically suspected.

CMVYV treatment

Intravenous (IV) GCV (5 mg/kg twice daily) or oral VGCV (900 mg twice daily) were
initiated for the treatment of CMV infection or disease in view to obtain CMV DNAemia
eradication. The dose was carefully adjusted at each outpatient visit, following the

manufacturer’s recommendations, using the Cockcroft—Gault formula.
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CMY monitoring

CMV IgG serology was performed (Enzygnost anti-CMV/IgM and IgG [Dade Behring,
Marburg, Germany] and Access CMV IgG and IgM [Beckman Coulter, Brea, CA]), following
the manufacturer’s recommendations.

CMV QNAT techniques evolved overtime.

From October 2004 to June 2012, CMV QNAT was performed with an in-house whole blood
real-time polymerase chain reaction, as previously described (17,18). QNAT was reported in
copies/ml, however, equivalence in IU/ml was retrospectively calculated by using the WHO
International Standard for human Cytomegalovirus (hCMV), in order to homogenize all the
results before performing the statistical analysis. The thresholds of CMV DNAemia
quantification and detectability were both at 250 1U/ml.

From June 2012 to December 2018, CMV QNAT was performed with a whole blood real-
time polymerase chain reaction using LightMix® Kit human Cytomegalovirus (TIB
MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany). The thresholds of CMV DNAemia quantification and
detectability were at 1000 IU/ml and 250 IU/ml, respectively. The laboratory is following the
program of Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD, Glasgow, Scotland) from
2004.

Baseline viral load was defined as the first positive viral load of the CMV event. During the
viral monitoring of CMV disease, the assay was performed once a week until two
consecutives negative CMV QNATSs occurred or during the first seven weeks, then once a
month until month 3.

Antiviral drug resistance was confirmed by full-length sequencing of the UL97 and UL54
genes (19), performed at the French National Cytomegalovirus Reference Center (Limoges,

France).
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Definitions of CMYV events

CMV infection was defined as a CMV DNAemia = 1000 IU/ml (based on the upper

threshold of quantification from June 2012 to December 2018) in asymptomatic patients.
CMV disease was defined as CMV syndrome or CMV tissue-invasive disease, consistent with
the American Society of Transplantation and the CMV Drug Development Forum
recommendations (20). “Post-prophylaxis” CMV disease was defined as the first episode of
CMV disease occurring >3 months (100 days) after transplantation. Early-onset disease was
defined as the first episode of CMV disease occurring <3 months (100 days) after
transplantation (21). CMV DNAemia eradication was defined as CMV QNAT < 250 IU/mL
(threshold of detectability of our assays), in accordance with the guidelines (3). CMV
DNAemia persistence was defined as non CMV DNAemia eradication at 7 weeks of antiviral
treatment.

CMV DNAemia recurrence was defined as a new positive CMV DNAemia = 1000 IU/ml

occurring in patients with CMV eradication. CMV DNAemia increase was defined as a

positive CMV DNAemia = 1000 IU/ml occurring in patients with a previous CMV

DNAemia <1000 IU/mL but no CMV eradication. CMV clinical recurrence was defined as a
second CMV disease occurring concomitantly to a CMV DNAemia recurrence or a CMV

DNAemia increase (3).

Statistical analysis

Univariate logistic-regression analysis to evaluate risks factors of CMV DNAemia persistence
was performed, then covariates with a p-value <0.25 were included in a multivariate logistic-
regression analysis. Results were expressed as Odds Ratios (OR) with 95% confidence
intervals (95%CI).

Univariate Cox regression analysis for CMV clinical recurrence and antiviral drug resistance

on the whole cohort and among “CMV DNAemia persistence” group was performed. Then,
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covariates with a <0.25 p-value and “prolonged anti-viral therapy” for the analyses among
“CMV persistence” group were included in a multivariate Cox regression analysis. Two
different multivariate models were performed with either “Baseline lymphocyte counts” or “7
weeks lymphocyte counts” in case of a p-value<0.25 observed in the univariate analysis.
Results were expressed as Hazard Ratios (HR) with 95% confidence intervals (95%CI).

The survival curve for “free survival from mutation” was estimated with Kaplan-Meier
method compared with log-rank test.

Analyses were performed with conventional statistical methods using the GraphPad Prism
(version 6.0; GraphPad Software, San Diego, CA) and the RStudio statistical software

(Version 1.1.423 — © 2009-2018 RStudio, Inc).

Results

Characteristics of patients and CMYV infections

Three hundred and thirteen KTR requiring antiviral curative therapy for a first episode of
CMV infection or disease were included. Their characteristics are shown in Table 1. rATG
induction therapy was given in 115 (36,7%) patients. Pretransplant CMV serostatus was as
follow: 143 (45.7%) donor positive (D+) recipient negative (R-), 107 (34.2%) D+R+, 47
(15%) D-R+, 4 (1.3%) D-R-, unknown for 12 (3.8%) patients. CMV prevention was based on
universal prophylaxis with VGCV in 148 (47.3%), a preemptive strategy in 148 (47.3%) of
patients, unknown for 17 (5.4%) patients.

There were 95 (30.4%) CMV infections and 218 (69.6%) CMYV diseases, equally distributed
between 142 (45.4%) early-onset and 171 (54,6%) post-prophylaxis CMV infection or
disease. The median baseline viral load was of 10900 (interquartile (IQR): 4150-73850)
IU/mL. The first treatment was VGCV in 148 (47.3%) and GCV in 165 (52.7%) of patients

(table 1). Median treatment duration was 49 days (IQR: 32-61). The median time to viral
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eradication was 27 days (IQR: 17-45). Thirty-eight (12.1%) patients received a secondary

prophylaxis with VGCV.

CMYV DNAemia persistence at 7 weeks under treatment

Among these 313 patients, 58 (18.5%) had CMV DNAemia persistence. All these patients
with CMV DNAemia persistence were still receiving GCV or VGCR at 7 weeks. Patients
characteristics stratified by CMV DNAemia persistence status are shown in Table 1. The
median time to viral eradication was 140 days (IQR: 65-285) in the CMV DNAemia
persistence group, versus 23 days (IQR: 15-33) in patients who achieved viral clearance (table
1). To determine risk factors of CMV persistence, an univariate (supplemental table 1), then a
multivariate analysis were performed. Only D+R- serostatus (HR=3.70 CI95% [1.61- 9.09]
p=0.003), high baseline CMV viral load at baseline (HR = 1.0000005 CI95% [1.0000002-
1.000001], p = 0.002), and a lower 7 weeks lymphocyte count (HR=2.94 CI95% [1.15-8.33],

p=0.033,) were independently associated with CMV DNAemia persistence (Table 2).

CMVY recurrence

CMV DNAemia recurrence and “CMV DNAemia increase” occurred in 11 (19%) and 25
(43%) of the 58 patients with CMV DNAemia persistence, respectively. CMV DNAemia
recurrence occurred in 123 (48.2%) of the 255 patients with CMV DNAemia eradication
during the 24 months post-CMYV treatment (Table 1).

CMV clinical recurrence occurred in 20 (34.5%) patients with CMV DNAemia persistence
and 45 (17.6%) patients with CMV DNAemia eradication, during the 24 months post-CMV
treatment (p=0.006) (Table 1 and Figure 1). The median times (IQR) to CMV clinical
recurrence were 94 (76-138) and 78 (62-97) days post-treatment in the 2 groups, respectively.
Risk factors were identified with univariate (supplemental table 2), then multivariate analysis.

rATG (HR=2.25 CI95% [1.16-4.35] p=0.016), steroids use (HR= 2.31 CI95% [1.19-4.46]
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p=0.012), D+R- serostatus (HR=2.56 CI95% [1.01-3.57] p=0.002), lower day 0 lymphocyte
count (HR=2.08 CI95% [1.16-3.70] p=0.013), early onset infection or disease (HR=1.82,
CI95% [1.02-3.13], p=0.041), and CMV disease (HR=2.57 CI95% [1.09-6.56], p=0.031)

were independently associated with CMV clinical recurrence (Table 3).

Antiviral drug resistant CMV infection

Among the 313 patients, 20 (6%) patients developed an antiviral drug resistant CMV
infection. The median time to the diagnosis of antiviral drug resistance was 112 day (IQR: 80-
146). In the univariate analysis, some risk factors associated with CMV DNAemia persistence
or clinical recurrence, namely D+R- patients, lymphopenia, and CMV disease were also
associated with antiviral drug resistance. In the multivariate analysis, only CMV DNAemia
persistence (HR= 6.25, CI95% [2.45-15.96] . p<0.001), and clinical recurrence (HR= 7.20,
CI95% [2.57-18.09], p<0.001) were independently associated with antiviral drug resistance
(Table 4). Moreover, patients cumulating both a CMV DNAemia persistence at 7 weeks
under treatment followed by a CMV clinical recurrence (50%) constitute the group with the

highest risk of developing antiviral drug resistance (Figure 1 and 2).

Criteria for testing antiviral drug resistance

CMV Guidelines recommend testing for a CMV drug resistance in patients who exhibit two
criteria: 1/ a cumulative GCV exposure >6 weeks and 2/ a treatment failure (symptomatic
disease or viral load not improving) after >2 weeks of ongoing full dose GCV or VGCV (18).
We then checked whether the 20 patients with a genetic diagnosis of CMV drug resistance

had these two criteria.
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Only, 70% (14/20) of them had these two criteria. One (5%) patient has neither criteria 1 nor
2. He was diagnosed with a CMV mutant strain identified at day 12 post-treatment during a
refractory CMV disease (patient 17), whereas five (25%) patients were lacking only the
criteria 2 (patients 1, 2, 6, 12, 18) (Figure 3).

All the five patients lacking criteria 2 have had a cumulative GCV/VGCV exposure >6 weeks
for a previous CMV episode and this treatment had been stopped in all of them (Figure 3).
The diagnosis of CMV drug resistance was made in front of a clinical recurrence in two
patients and a CMV DNAemia recurrence or increase in three others patients, before they had
received 2 weeks of full dose GCV/VGCYV for this new episode.

By integrating the clinical recurrence into new criteria 2 (defined as follow: a clinical
recurrence OR a treatment failure after >2 weeks of ongoing full dose GCV/VGCV), we
found finally 16 (80%) of the 20 patients had both the criteria 1 and the new criteria 2 before

the diagnosis of CMV drug resistance (Figure 4).

Discussion

In this study, we took advantage of a large cohort of KTR who received GCV or VGCV for
CMV infection or disease to describe the different steps and kinetic of factors involved in the
genesis of CMV antiviral drug resistance. Our sequential approach led us to identify a clinical
situation frequently encountered before the genetic diagnosis of CMV mutation, which

associates CMV persistence followed by a clinical recurrence.

The first aim was to describe the natural history of CMV disease or infection requiring a
treatment. One of the first issue encountered by physicians during the treatment of a first
CMV episode is the persistence of CMV DNAemia despite appropriate and prolonged
treatment. In the VICTOR trial, CMV DNAemia persistence at 7 weeks occurred in 22.9% of

VGCV- and 29.9% of GCV-treated patients. We observed in this cohort that 18.5% of the
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patients still had a CMV DNAemia persistence after 7 weeks of GCV or VGCV. The higher
incidence observed in the VICTOR study can be explained by the presence of 26% of non-
kidney recipients and a majority of CMV disease (2). It was previously observed that CMV
DNAemia persistence at 7 weeks occurred mainly after early-onset CMV infection in
preemptively treated patients during the early post-transplant period when patients are the
most immunosuppressed (8,21). We demonstrate that naive D+R- serostatus, a low
lymphocyte count, and a high basal CMV viral load were strongly associated with this
outcome. It suggests that the lack of CMV-specific immunity at transplantation could result to
high CMYV replication and dissemination, and then delay CMV clearance. The management of
CMV DNAemia persistence based on international recommendations remains highly
controversial. On one hand, antiviral treatment should be continued until obtaining a viral
clearance, but on the other hand a cumulative VGCV exposure that exceeds 6 weeks can lead
to CMV antiviral drug resistance (3,7,8). This last point was confirmed in this study,
suggesting that CMV persistence at 7 weeks should be considered as a new relevant entity

among CMV complications.

A major complication following a first CMV episode requiring antiviral therapy is clinical
recurrence. In the VICTOR study, the incidences of CMV DNAemia and clinical recurrences
were 30% and 15% during a 1-year follow-up, respectively (16). Recently, Natori ef al. found
a rate of 29.5% for CMV DNAemia recurrence, during a 6-month follow-up (22). In our
study, 43% and 21% of the patients displayed a CMV DNAemia and clinical recurrences,
respectively. We confirmed that naive D+/R- patients were at high risk of recurrence,
probably because of a delay in the development of a protective CMV-specific cell immunity
favors CMV recurrence (23-25). The burden of immunosuppression, which was characterized
by rATG and steroids use was also a seminal factor involved in clinical recurrence. It could

have participated to induce lymphopenia, another risk factor of recurrence (26). In line with
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this, we confirmed that clinical recurrence occurred mainly in patients with CMV disease
(27), and high viral load (28). As secondary prophylaxis after CMV clearance is not able to
reduce its incidence (22,24,29), CMV clinical recurrence stays an important CMV

complication.

Antiviral drug resistant CMV infection remained one of the most problematic issue of CMV
infection. We observed a 6% rate of antiviral drug resistance. This is consistent with other
cohort studies (5-7). Many previous studies identified the lack of CMV immunity (D+R- at
transplantation or at the end of the treatment) (9,23), the burden of immunosuppression (21)
and CMV disease with high viral loads (8,12) as strong risk factors of antiviral drug
resistance. We then tested these potential contributors. As the D+R- serostatus, lymphopenia,
and CMV disease were associated with either a persistent CMV DNAemia at 7 weeks under
treatment or clinical recurrence, all these baseline characteristics previously identified as risk
factors for CMV drug resistance were no longer associated in the multivariate analysis. Only
persistent CMV DNAemia and clinical recurrence were still associated with antiviral drug
resistance. Whereas persistent CMV replication with a prolonged antiviral drug exposure is a
well-known CMV complication leading to CMV drug resistance (8,12,13), one of the most
important findings of this study is the identification of clinical recurrence as new risk factor of
antiviral drug resistance. Taken together, our findings can help to depict the kinetics of events
leading to CMV drug resistance. D+R- patients and those receiving rATG or steroids are
more prone to develop CMV disease with high CMV viral load and lymphopenia, which can
then lead to persistent CMV DNAemia at 7 weeks under treatment and clinical recurrence,
which in turn expose 50% of patient to the development of an antiviral drug resistance

(Figure 5).

Based on the last international consensus guidelines on the management of CMV infection,
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only 70% of antiviral drug resistance were diagnosed with the two following criteria which
associates: 1/ a cumulative GCV exposure >6 weeks and 2/ a treatment failure (symptomatic
disease or viral load not improving) after >2 weeks of ongoing full dose GCV or VGCV (3).
Most of our patients with antiviral drug resistance had a cumulative GCV exposure >6 weeks
as previously reported (12). However, the criteria 2 was lacking in 25% of cases. Our study
shows that a clinical recurrence in patient only having criteria 1, can lead to identify antiviral
drug resistance earlier in some patients, without waiting for treatment failure. Consequently,
the addition of a clinical recurrence in a new combined criteria 2 (associating a clinical
recurrence OR a treatment failure after >2 weeks of ongoing full dose GCV/VGCV), could
broaden the clinical spectrum of situations that should give rise to the suspicion of antiviral

drug resistance.

Our study has several strengths. It is a large real-life cohort of kidney transplant recipients
displaying a CMV infection, including life-threatening disease, a homogeneous treatment
based on the VICTOR study, and a regular and long-term follow-up. But is has also potential
weaknesses. Due to the relatively uncommon occurrence of mutation, our study was
retrospective to include the maximum cases. They occurred during a long-time period during
which transplant practices changed. As a single-center study, caution should be used when
generalizing these results to other transplant centers with differing immunosuppression or

other transplant practices.

In conclusion, we identified a new clinical scenario leading to antiviral drug resistance which
associates CMV persistence and clinical recurrence. This perspective involving a
chronological analysis of the history of CMV infection could allow an earlier diagnosis of

antiviral drug resistance at the beginning of clinical recurrence in patients with history of
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CMV DNAemia persistence, without waiting 2 weeks of ongoing full dose of antiviral

therapy.
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Table 1: Patients characteristics and CMYV QOutcomes of the first treated CMYV episode
stratified by CMV DNAemia persistence at 7 weeks post-treatment

Patients characteristics Total cohort CMV CMV
n=313 DNAemia DNAemia
persistence eradication
n=58 n=255
Age at CMV onset (median; IQR) 57 (48-65) 56 (50-68) 57 (48-64)
Male sex (%) 205 (65) 39 (67) 166 (65)
Previous transplant (%) 41 (13.1) 10 (17) 31 (12)
Nephropathy
Glomerular (%) 79 (25) 16 (27.5) 63 (25)
Tubulo-interstitial (%) 90 (29) 17 (29) 73 (29)
Vascular (%) 35(11) 11 (19) 24 (9)
Diabetes (%) 20 (6) 2(3.5) 18 (7)
Nephrectomy (%) 52) 0(0) 5(12)
Congenital (%) 31(10) 6 (10.5) 25 (10)
Unknown (%) 53 (17) 6 (10.5) 47 (18)
Dialysis before transplantation (%) 262 (84) 52 (90) 210 (82)
Antithymocyte globulin therapy (%) 115 (36.7) 24 (41) 91 (36)
Immunosuppressive drugs
Tacrolimus (%) 224 (71.6) 42 (72) 182 (71)
Ciclosporin (%) 79 (25.2) 13 (22) 66 (26)
Mycophenolate mofetil (%) 286 (91.4) 51(89) 235(92)
Azathioprine (%) 14 (4.5) 509) 94)
Steroid (%) 212 (67.7) 39 (67) 173 (68)
mTOR Inhibitors (%) 8(2.6) 1(2) 7(3)
Acute rejection before CMV
TCMR (%) 28 (8.9) 4(7) 24 (9)
ABMR (%) 10 (3.2) 1(2) 9(4)
Glomerular filtration rate 40 (30-55) 40 (26-52) 40 (30-55)
(ml/min/1.73 m?, median, IQR)
Baseline tacrolimus blood 8 (7-10) 8.3 (6.2-10)) 8 (7-10)
concentration (ng/ml, median, IQR)
Day 21 tacrolimus blood 8 (6.8-10.4) 7.3(5.9-9.4) 8.8 (7-10.6)
concentration (ng/ml, median, IQR)
7 weeks tacrolimus blood 8.5 (7-10) 8 (6.4-8.8) 8.5 (7-10)
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concentration (ng/ml, median, IQR)

Baseline ciclosporin blood
concentration (ng/ml, median, IQR)
Day 21 ciclosporin blood
concentration (ng/ml, median, IQR)
7 weeks ciclosporin blood
concentration (ng/ml, median, IQR)
Baseline Lymphocyte count (G/1,
median, IQR)
Day 21 Lymphocyte count (G/I,
median, IQR)
7 weeks Lymphocyte count (G/1,
median, IQR)
CMVYV characteristics
Donor (D)/recipient (R) serostatus at
transplantation

D+ /R- (%)

D+/ R+ (%)
D-/ R+ (%)
D-/ R- (%)
Unknown

Preventive strategy
Universal prophylaxis (%)
Preemptive strategy (%)
Unknown

Type of onset episode
CMYV Infection (%)
CMYV Disease (%)

Time from transplant to CMV onset
(day, median, IQR)
Early onset CMV (%)
Post-prophylaxis infection
or disease (%)
Initial anti-CMV curative therapy

Valganciclovir (%)
IV Ganciclovir (%)

Treatment duration (day, median,

IQR)
Baseline CMV DNAemia (Ul/mL,

132 (106-165)
140 (110-170)
120 (100-150)

0.77 (0.38-
1.15)
0.7 (0.42-1.2)

0.76 (0.42-1.1)

143 (45.7)
107 (34.2)
47 (15)
4(1.3)

12 (3.8)

148 (47.3)
148 (47.3)
17 (5.4)

95 (30.4)
218 (69.6)
137 (45-249)

142 (45.4)
171 (54.6)

148 (47.3)
165 (52.7)
49 (32-61)

10900 (4150-

120 (104-144)
151 (132-215)
151 (104-167)
0.70 (0.23-1)

0.54 (0.40-
0.83)
0.49 (0.27-
0.95)

37 (64)
14 (24)
3(5)
0(0)
4(7)

35 (60)
19 (33)
4(7)

7(12)
51 (88)
215 (85-305)

14 (24)
44 (76)

18 31)
40 (69)
61 (48-84)

67200 (13600-

140 (109-165)
140 (110-170)
120 (100-150)
0.79 (0.42-1.17)
0.76 (0.46-1.20)

0.8 (0.50-1.17)

106 (42)
93 (36)
46 (18)
4(1.5)
8 (3)

113 (44)
129 (51)
13 (5)

88 (34.5)
167 (65.5)
105 (44-237)

128 (50.5)
127 (49.5)

130 (51)
125 (49)
47 (30-56)

8600 (3800-
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median, IQR) 73850) 636000) 41800)

Day 21 CMV DNAemia (UI/mL, 0 (0-1300) 1400 (999- 0 (0-999)
median, IQR) 5900)

7 weeks CMV DNAemia (UI/mL, 0 (0-0) 999 (999-999)  0(0-0)
median, IQR)

Time to viral eradication (day, 27 (17-44) 140 (65-285) 23 (15-33)
median, IQR)

Received Secondary Prophylaxis (%) 38 (12.1) 4(6.9) 34 (13.3)
CMV DNAemia recurrence 134 (43%) 11 (19%) 123 (48,2%)
CMV DNAemia increase 25 (43%)

CMV clinical recurrence at 24 65 (21%) 20 (34,5%) 45 (17,6%)
months

Time to CMYV clinical recurrence 84 (63-106) 94 (76-138) 78 (62-97)

(day, median, IQR)

Antiviral drug resistance at 24 20 (6%) 13 (22,4%) 7 (2,7%)

months

Time to diagnosis of antiviral drug 112 (80-146) 110 (84-140) 115 (77-146)
resistance (day, median, IQR)

Abbreviations: Antibody Mediated Rejection (ABMR); Cytomegalovirus (CMV); Donor (D);
Interquartile (IQR); Recipient (R); T Cell Mediation Rejection (TCMR).
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Table 2: Significant factors associated with CMV DNAemia persistence at 7 weeks post-
treatment: multivariate analysis

Variable Adjusted HR (95% CI) p-value

D+/R- (vs Recipient CMV 3.70 (1.61- 9.09) 0.003

seropositive)

Baseline CMV DNAemia 1.0000005 (1.0000002- 0.002
1.000001)

7 weeks low lymphocyte 2.94 (1.15-8.33) 0.033

count

Abbreviations: Cytomegalovirus (CMV); Donor (D); Recipient (R); 95% confidence intervale
(95%CI).
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Table 3: Significant factors associated with clinical recurrence: multivariate analysis

Variable Adjusted HR (95% CI) p-value
Antilymphocyte therapy used = 2.25 (1.16-4.35) 0.016
Steroids used 2.31 (1.19-4.46) 0.012
D+/R- (vs Recipient CMV 2.56 (1.01-3.57) 0.002
seropositive)

Early onset infection or 1.82 (1.02-3.13) 0.041
disease

CMV Disease 2.57 (1.09-6.56) 0.031
Baseline low lymphocyte 2.08 (1.16-3.70) 0.013
count

Abbreviations: Cytomegalovirus (CMV); Donor (D); Recipient (R); 95% confidence intervale
(95%CI).



Table 4: Factors associated with Antiviral drug resistant CMYV infection

Variable
Age at CMV onset

Male sex

Previous transplant
Dialysis before
transplantation

ATG

Steroids

Tacrolimus
Ciclosporin
Mycophenolate mofetil
Azathioprine

eGFR

TCMR

D+/R-

Preemptive strategy
Early onset infection or

disease
CMY Disease

Baseline CMV
DNAemia

Day 21 CMV
DNAemia

Baseline low lymphocyte
count

7 weeks low lymphocyte
count

Univariate analysis

Unadjusted HR
(95% CI)

1.008 (0.97-
1.04)

0.51 (0.21-1.22)
1.17 (0.34-3.99)
0.72 (0.24-2.16)
1.64 (0.68-3.93)
0.88 (0.35-2.21)
3.69 (0.86-15.90)
0.032 (0.07-1.38)
0.83 (0.19-3.58)
2.36 (0.55-10.18
0.99 (0.97-1.02)
4.54 (0.6-34.48)
4.54 (1.54-13.51)
0.62 (0.27-1.42)
1.82 (0.75-4.54)
8.46 (1.13-63.19)
1(1-1)

1 (1-1)

3.12 (1.07-9.09)

7.69 (1.7-33.3)

p-value
0.655
0.133
0.8
0.562
0.27
0.79
0.079
0.126
0.805
0.249
0.778
0.142
0.006
0.257
0.19
0.037
0.919
0.618
0.035

0.0079

Multivariate analysis

Adjusted HR

(95% CI)



CMYV DNAemia 9.00 (3.59-22.59) <0.001 6.25 (2.45-15.96) <0.001
persistence

Clinical recurrence 9.58 (3.68-24.9) <0.001 7.20 (2.57-18.09) <0.001

Abbreviations: Antithymocyte Globulin (ATG); Cytomegalovirus (CMV); Donor (D);
estimated Glomerular Filtration Rate (¢GFR); Recipient (R); T Cell Mediation Rejection
(TCMR).

Multivariate analysis was performed for all covariates in case of a p-value<0.25 observed in
the univariate analysis (in bold). We decided, for clarity, to show only significant factors in
multivariate analysis.
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Supplemental

Supplemental 1: Factors associated with CMV DNAemia persistence at 7 weeks post-
treatment, univariate and multivariate analysis

Variable Unadjusted p-value Adjusted HR p-value
HR (95% CI) (95% CI)

Age at CMV 1.003 (0.98- 0.770

onset 1.02)

Male sex 1.1 (0.61-2.05)

Previous 1.51 (0.66-3.18) 0.303

transplant

Dialysis before 1.73 (0.75-4.73) 0.235

transplantation

ATG 1.36 (0.75-2.47) 0.309

Steroids 1.03 (0.55-1.85) 0.929

Tacrolimus 1.05(0.57-2.04) 0.874

Ciclosporin 0.99 (0.41-1.59) 0.398

Mycophenolate  0.62 (0.26-1.65) 0.304

mofetil

mTOR 0.54 (0.03-3.04) 0.567

inhibitors

Azathioprine 2.58 (0.77-7.78) 0.101

Baseline 1.01 (0.99-1.03) 0.398

ciclosporin

blood

concentration

Day 21 1.01 (0.99-1.02) 0.732

ciclosporin

blood

concentration

7 weeks 1.01 (0.99-1.02) 0.784

ciclosporin

blood

concentration

Baseline 1.02 (0.88- 0.798

tacrolimus 1.19)

blood

concentration

Day 21 1.11 (0.99-1.27) 0.087

tacrolimus

blood



concentration

7 weeks
tacrolimus
blood
concentration
eGFR

TCMR
ABMR
D+/R-

Preemptive
strategy
Post-
prophylaxis
infection or
disease

CMYV Disease

Baseline CMV
DNAemia

Day 21 CMV
DNAemia

Baseline
Lymphocyte
count

7 weeks
Lymphocyte
count

Abbreviations: Antibody Mediated Rejection (ABMR); Antithymocyte Globulin (ATG);
Cytomegalovirus (CMV); Donor (D); estimated Glomerular Filtration Rate (¢GFR); Recipient

1.20 (1.02-1.43)

1.01 (0.99-1.02)
2.33 (1.02-6.25)
2.08 (0.38-33.3)
2.86 (1.59-5.55)
2.19 (1.22-4.06)

3.17 (1.69-6.25)

1.78 (1.25-
3.33)

1.0000003
(1.0000001-
1.0000006)
1.0000067
(0.9999991-
1.0000187)
1.55 (0.89-3.03)

3.13 (1.41-7.69)

0.0347

0.521

0.064

0.49

<0.001

0.010

<0.001

0.001

0.011

0.129

0.16

0.007

(R); T Cell Mediation Rejection (TCMR).

Multivariate analysis was performed for all covariates in case of a p-value<0.25 observed in
the univariate analysis (in bold). We decided, for clarity, to show only significant factors in

multivariate analysis.

3.70 (1.61- 0.003
9.09)

1.0000005 0.002
(1.0000002-

1.000001)

2.94 (1.15-8.33) 0.033
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Supplemental 2: Factors associated with clinical recurrence, univariate and multivariate

analysis
Variable

Age at CMV
onset

Male sex

Previous
transplant

Dialysis before
transplantation

ATG
Steroids
Tacrolimus
Ciclosporin

Mycophenolate
mofetil

mTOR
inhibitors
Azathioprine

eGFR
TCMR
D+/R-

Preemptive
strategy
Early onset
infection or
disease

CMYV Disease

Baseline CMV
DNAemia
Day 21 CMV
DNAemia
Baseline
Lymphocyte
count

Unadjusted HR
(95% CI)

1.01 (0.99-1.02)
1.22 (0.74-2)
1.35 (0.70-2.58)
1.14 (0.59-2.15)
1.45 (0.85-2.44)
1.41 (0.81-2.44)
1.24 (0.70-2.18)
1.14 (0.63-2)
1.08 (0.43-2.69)
2.08 (0.29-14.9)
2.02 (0.81-5.03)
1.003 (0.99-
1.02)

1.39 (0.78-2.48)
2.49 (1.49-4.16)

0.93 (0.59-1.49)

1.39 (0.85-2.27)

2.97 (1.47-6.01)
1(1-1)
1(1-1)

0.61 (0.38-1)

p-value

0.847

0.447

0.365

0.72

0.168

0.227

0.455

0.686

0.866

0.469

0.131

0.686

0.261

<0.001

0.777

0.188

0.002

0.975

0.646

0.05

Adjusted HR
(95% CI)

2.27 (1.16-4.35)

2.31 (1.19-4.47)

2.56 (1.37-4.76)

1.82 (1.02-3.23)

2.57 (1.09-6.06)

2.08 (1.16-3.75)

p-value

0.016

0.012

0.002

0.041

0.031

0.013
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Abbreviations: Antibody Mediated Rejection (ABMR); Antithymocyte Globulin (ATG);
Cytomegalovirus (CMV); Donor (D); estimated Glomerular Filtration Rate (eGFR); Recipient
(R); T Cell Mediation Rejection (TCMR).

Multivariate analysis was performed for all covariates in case of a p-value<0.25 observed in
the univariate analysis (in bold). We decided, for clarity, to show only significant factors in
multivariate analysis.

65



1792 kidney transplantations between October 2004 and December 2017

313 patients with a first treated CMV episode (17.5%)
|
. +
58 DNAemia persistence at day 49 (18.5%) 255 DNAemia eradication at day 49 (81.5%)
| |

" } + '
20 clinical recurrence (34.5%) 38 no clinical recurrence (65.5%) 45 clinical recurrence (17.6%) 210 no clinical recurrence {82.4%)

' ' ' '
10 antiviral drug resistance (50%) S antiviral drug resistance (13.1%) 2 antiviral drug resistance (4.4%) 3 antiviral drug resistance {1.4%)

Figure 1: Flowchart of the study. Description of the time course and the different issues of
CMV episodes requiring antiviral therapy, leading to the development of an antiviral drug

resistant CMYV infection.

.§1°°- N N - DNAemia persistence at day 49 and clinical recurrence
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Figure 2: Kaplan Meier curve estimates of Mutation-free survival stratified on DNAemia
persistence at day 49, clinical recurrence, both of them, or neither of them.
DNAemia persistence at day 49 followed by clinical recurrence is strongly associated with

antiviral drug resistance.
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Figure 3: Description of the CMV infection history of the twenty patients who developed an

antiviral drug resistance CMV infection.



Testing for a CMV drug resistance if 2 criteria are present:
1/ a cumulative GCV exposure >6 weeks
2/ a treatment failure after >2 weeks of ongoing full dose

GCV or VGCV

Figure 4: Detected antiviral drug resistant CMV infection using screening criteria for testing

1/ a cumulative GCV exposure >6 weeks

of ongoing full dose GCV or VGCV

CMV drug resistance (A), and adding the clinical recurrence in the criteria 2 (B).

Transplantation

Time

Strong immunosuppressive therapy lack of prior CMV
(rATG and steroid) immunity (D+R-)

| |
l

CMV infection/disease with high CMV load and
lymphopenia

Persistent CMV infection AND clinical recurrence CMV infection

Antiviral drug resistance

Figure 5: Kinetics of events leading to an antiviral drug resistance CMV infection.

Testing for a CMV drug resistance if 2 criteria are present:

2/ clinical reccurence OR a treatment failure after >2 weeks
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Conclusions et perspectives

Résultats principaux et discussion

La question de recherche portait sur la description et I'analyse détaillée de I'histoire
de lI'infection a CMV, de ses complications, et particulierement de I’'émergence de CMV
mutants résistants aux antiviraux.

Le premier objectif de notre étude était de décrire I'évolution de I'infection a CMV
nécessitant un traitement. Nous avons constaté que 42% des patients ont présenté une
évolution favorable de leur infection a8 CMV traité par GCV ou VGCV, sans récidive. A
I'inverse, 58% des patients ont développé une infection a CMV d’évolution défavorable
(ADNémie CMV persistante ou une récidive a CMV). Le premier probléme rencontré par le
clinicien lors d'un traitement initial d'un épisode de CMV est |'échec d’éradication virale.
Nous avons observé que 18,5% des patients avaient une ADNémie CMV toujours détectable
a 7 semaines de traitement. Par la suite, la récidive a CMV est une autre complication
importante d'une infection a CMV. Nous avons décidé de distinguer la récidive virologique et
clinique. Respectivement, 43% et 21% des patients de notre population d'étude ont
présenté une récidive d'ADNémie et une récidive clinique. Enfin, nous avons observé un taux
de 6% de mutation conférant une résistance aux antiviraux prouvées génétiquement. Ce
résultat est cohérent avec la littérature précédemment citée.

Le deuxieme obijectif était de clarifier les facteurs de risque associés a ces CMV
compliqués ainsi que les liens entre ces différents événements. Grace a une analyse
multivariée, nous avons pu identifier que dans notre cohorte de transplantés rénaux, les
facteurs indépendamment associés a I'ADNémie CMV persistante étaient le statut
sérologique D + R-, une charge virale CMV élevée et un taux abaissé de lymphocytes a 7
semaines. Les facteurs de risque associés a la récidive clinique étaient le statut sérologique
D + R-, l'utilisation d'ATG et de corticostéroides, un faible nombre de lymphocytes a J1, une
infection dans les trois premiers mois de la transplantation et enfin une maladie a CMV. Ces
facteurs de risques sont conformes a ceux retrouvés dans la littérature scientifique décrite
en premiére partie. Concernant I'infection a CMV muté résistant aux antiviraux, seulement
deux facteurs ont montré une association significative en analyse multivariée : '’ADNémie

CMV persistante et la récidive clinique. La combinaison de ces deux événements semble
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intégrer les facteurs de risque de base connus dans la littérature scientifique, pour
finalement conduire a une mutation conférant une résistance aux antiviraux. Notre
approche chronologique permet donc de relier ces différentes complications de lI'infection a
CMV, pour mener au final au développement de mutation conférant une résistance

antivirale.

Les perspectives

Nos données fournissent des informations pour la conception d'études futures.
L'identification précoce des patients qui développeront une infection a CMV d’évolution
défavorable est d'une importance majeure pour tester de nouvelles stratégies dans cette
population. En effet, le développement de score prédictif, basé sur des criteres tels que le
sérostatut CMV, le traitement immunosuppresseur, ou encore la charge virale et le taux de
lymphocytes, permettrait in fine de mieux classer les patients a risque et de leur proposer
une stratégie adéquate telle que la minimisation précoce de I'immunosuppression. Des
études prospectives sont nécessaires pour déterminer quel type de stratégie de
minimisation serait efficace pour améliorer la prise en charge de ces épisodes a CMV.

Aussi, I'analyse chronologique réalisée montre que I’ADNémie CMV persistante est
une étape clé dans le développement de mutation conférant une résistance antivirale. Il
semble pertinent d’étudier de maniere plus précise la conduite a tenir vis-a-vis de ces
patients. Les recommandations actuelles préconisent une poursuite des traitements
antiviraux jusqu’a I’éradication virale, tout en indiquant qu’une clairance virale compléte
peut ne pas étre atteinte dans certains cas. On sait pourtant qu’une exposition prolongée
aux antiviraux favorise I'’émergence des CMV mutants. Il s’agit donc d’une situation ou les
bonnes pratiques ne sont pas connues.

Enfin, nous avons identifié un nouveau facteur de risque associé a une résistance aux
antiviraux, qui est la récidive clinique. L’ajout de cet évenement dans les critéres de
dépistage des CMV mutants est bénéfique dans notre cohorte, mais nécessite une validation

lors d’études prospectives.
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Serment d’Hippocrate

« Au moment d’étre admis a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidéle aux lois
de I’'honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous ses
éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune
discrimination selon leur état ou leurs convictions.

J'interviendrai pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur
intégrité ou leur dignité.

Méme sous la contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de
I"humanité.

Jlinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences.
Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des circonstances
pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera.

Je ne me laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admis dans I'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés.

Recu a lI'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma conduite ne servira
pas a corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances.

Je ne prolongerai pas abusivement les agonies.

Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai I'indépendance nécessaire a I'accomplissement de ma mission.

Je n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences.

Je les entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront
demandés.

J'apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu’a leurs familles dans I'adversité.

Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses,

gue je sois déshonoré et méprisé si j'y manque. »
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Characteristics and time course of CMYV infections leading to

antiviral drug resistance

Abstract

Introduction: CMV guidelines recommend testing for an antiviral drug resistance in kidney
transplant recipients (KTR) who exhibit the two following criteria: 1/ a cumulative (Val)ganciclovir
((V)GCV) exposure >6 weeks and 2/ a treatment failure after >2 weeks of ongoing full dose (V)GCV.
The objectives of this study were to describe the characteristics, the risk factors and the time course of
CMYV infections leading to antiviral drug resistance.

Material and methods: We performed a retrospective cohort study in 313 KTR treated for a first
episode of CMV infection or disease from Oct 2004 to December 2017. Logistic and Cox regression
analyses were performed for identifying risk factors of persistent CMV DNAemia, CMV recurrence,
and antiviral drug resistance.

Results: Fifty-eight (18%) of the 313 KTR developed persistent CMV DNAemia and 65 (21%)
clinical recurrence. The risk factors of persistent CMV DNAemia and clinical recurrence were similar:
treatment with corticosteroid and anti-lymphocyte globulin, D+R- CMV serostatus, lymphopenia, high
viral load and CMV disease. The incidence of an antiviral drug resistance was 6.3% (20/313).
Importantly, 30% of antiviral drug resistances were detected outside the screening criteria indicated by
the guidelines. We found that persistent CMV DNAemia (HR = 6.25, C195% 2.45-15.96, p <0.001)
and clinical recurrence (HR = 7.20, C195% 2.57-18.09, p <0.001) were the only risk factors associated
with the development of antiviral drug resistance. The addition of the clinical recurrence to the 2
current criteria improved the screening strategy of antiviral drug resistance by 10%.

Conclusion: We identified a new scenario leading to resistance to antivirals associating persistent
CMV DNAemia and clinical recurrence. This perspective involving a chronological analysis of the
history of the CMV episode could allow a better and earlier diagnosis of antiviral resistance.

Key words: cytomegalovirus, kidney transplantation, antiviral drug resistance
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