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La latence virale

* Existe pour tous les herpesviridae
— Apres la primo-infection
— De facon définitive
— A lorigine de réactivations de profils variables

e Excrétion asymptomatique : latence ou réplication a
bas niveau? (HSV, CMV, EBV, HHVS)

e Sites de latence spécifiques :
— ganglions rachidiens postérieurs (VZV, HSV)
— Lymphocytes B, cellules épithéliales (EBV)
— Cellules endothéliales, leucocytes (CMV, HHV8)



Cytomeégalovirus



Pouvoir pathogene du CMV

Grette de cellules souches

.

Transplanté hématopoiétiques
d’organe solide

Sujet
sain

Effet immunopathologique Agression virale
e

Effet cytopathogéne



Infections a CMV de 'immunocompétent

* Le plus souvent asymptomatique
* Parfois fievre, asthénie et lymphadénopathie

* Exceptionnellement grave :
— Colite
— Meéningite et myélite
— Pneumopathie interstitielle
— QGuillain-barré
— Myocardite
— Hépatite grave
* Une réplication du CMV n’est gu’inconstamment trouvée dans
les |ésions tissulaires
— Ex: LCR : PCR généralement négative

— Meécanisme dysimmunitaire essentiellement






ORIGINAL ARTICLE YIROLOGY

Symptomatic cytomegalovirus gastrointestinal infection with positive
quantitative real-time PCR findings in apparently immunocompetent
patients: a case series

5. Bernard', R. Germi™, ]. Lupo™’, M.-H. Laverriére’, V. Masse’, P. Morand™' and G. Gavazzi®
I’} Department of Infectious Diseases, Grenoble University Hospital, 2) Department of Virology, University Hospital, 3) Unit of Virus Cell Interactions, UMI 3265,
UJF-EMBL-CMRS, 4) Department of Pathology, Grenoble University Hospital, Grenoble, France, 5) Microbiology ond Infectious Diseases, Sherbrooke University
Haspital, Sherbrooke, Quebec, Canada and &) University Clinic of Geratric Medicine, Grenoble University Hospital, Grenoble, France

TABLE |. Characteristics of |13 immunocompetent cases of cytomegalovirus (CMV) gastrointestinal disease

Age cMv Length of
(years)! IM conditionsinumber Clinical Endoscopy findings at serological CMV DNA load Therapy after diagnosis  hospital stay  Other active concurrent
Patient sex of other comorbidities manifestations site of positive biopsy T densit y status (copiesipg DNA) Histology (length in days) (days) disease
I 69 Type 2 disbetes/| Fever and Sigmoid ulcer — Reactivation 1150 Negative  Supportive treatment 5 No
diarrhoea profile (probabilist
antiblotherapy)
2 B3F Diabetes mellitus, chronic M Oecsophageal ulcer with  — Noc 2675 Negative  Supportive treatment 27 No
renal fallure2 confluent erosions determined
¥ 71 No IM conditions/8 Diarrhoea Rectal petachiae and Rectal and colic wall  Reactivation 11 750 Negative  Incravenous ganciclovir (3), 18 No
whitish plaques thickening profie then oral valganciclovir
(24)
4 BaF Chranic renal failure, Haematochezia Rectal ulcer (3 em) Infileration of Reactivation 918 Negative  Intravenous ganciclovir (5), 42 No
malnutrition/3 presacral region profile then oral valganciclovir (7)
5 BOF No IM conditions/4 Bloody Deep sigmoid ukers —_ Reactivation 2860 Positive  Oral valganciclovir (17) 33 Refractory ulcerative colitis
diarrhoea profite needed total colectomy
6 83 No IM conditions!S Dysphag Oesophageal ulcer with — Noe 1074 Negative  Supportive treatment 2 No
STenosis determined
7 BAIF Type | diabetes, Fever and Wide sigmoid ulcers Sigmoldorectal wall  Reactvaton 11 800 Negatve  Inwravenous ganciclovir (3), 47 Breast adenocarcinoma
malnutrition/4 diarrhoea thickening profie then oral valganciclovir
21
B 8 No IM conditionsié Dysphagla, Ulcerative oesophagitis ~ Normal sus- Reactivation 15 500 Negative  Inoravenous ganciclovir (5), 19 Adenccarcinoma of sigmold
haematemesis daphragmatic profie then oral valganciclovir with peritoneal carcinasis
(18)
9 54M Chronic alcoholismi3 . Nacrotic oesophagitis Oesophageal wall Reactivation 173 Neogative  Supportive treatment 2% No
hacmatemesis thickening (13 mm)  profile
10" 65/F No IM conditions0 Haematochezia Multiple rectal ulcers Sigmoid wall Not 15 Negative  Supportive treatment 41 No
thickening {9 mm) determined
I BIF Malnutrition/4 Fever and Duodenal erosion Dudodenal and colic  Reactivation 64 Negative  Oral valganciclovir (21) 14 No
diarrhoea wall thickening profie
12 84 Ne IM conditions/3 Dysphagia Severe cesophagitis — Reactivation B4 Negative  Supportive treatment 15 Ocdusive syndrome,
profia resolved with madical
treatment
13 S&/F Malnuerition3 Fever and Deep sigmeid ukers lleccolkic wall Reactivation 1920 Negative  Supportive treatment 10 Crohn's disease
chronic thickening profie
diarrhoea

F, female; IM, immune-modulating M. male.
*Symptoms appeared after the onset of hospitalzation,



Chez le patient immunocompétent en réanimation,
la réactivation du CMV est-elle délétere ?

CMV viremia at any level or = 1000 copies/mL (n=120)

Positive SV PCR result
—————— WV = 1000 coplesmL
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- ADN CMV détectable dans le plasma chez 33 % des patients
- En analyse multivariée : CV CMV corréléee avec déces et durée de séjour

Limaye A, JAMA 2008



Infections a CMV de
I"immunocompétent

Faut-il un traitement antiviral ?

Probablement si Iésions tissulaires ET
— CMV localement (PCR)
— Ou (moindre certitude) une charge virale CMV élevée dans le sang
— Pas d’étude apportant de certitude, nombreux case reports
— Valganciclovir en 1 intention ?
— Situation rare

Infections a CMV du sujet agé (colite ++)
— Immunosenescence ; sous-évaluée
— Traitement probablement nécessaire

Cas particulier de la femme enceinte



Infections a CMV de I'immunodéprimé

* Deux risques liés a I'altération de la réponse lymphocytaire T :
— Réactivation d’une infection en latence
— Primo-infection non controlée

* Principales situations :
— Greffe de CSHP
— Greffe d’'organe solide (solid organ transplantation, SOT)
— SIDA

e Attention aux patients dont 'immunodépression est sous-estimée
— Patients agés



Quelques définitions

* Infection par le CMV
— Détection d’une réplication virale
— En général par ADNémie
— Primo-infection ou réactivation
— Symptomatique ou non

 Syndrome viral a CMV

— Fievre, leucopénie, thrombopénie et réplication virale

e Maladie a CMV

— Infection associée a des |ésions d’organes
* Soit médiées par l'inflammation
* Soit médiées par l'effet cytopathogene
— SOT : dite « tardive » si survient aprés le 3™ mois



e Greffe d’organe solide
— « syndrome viral » (fievre, cytopénie, hépatite)
— Atteinte viscérale
e Greffon
* (Esophage, intestin gréle, colon
* Poumon

— Augmentation des risques de rejet

e Greffe de CSHP

— Atteinte viscérale :
* Intestin gréle et colon
* Poumon

— Augmentation des risques de GVH



Transplantation d’organe solide

Donor-Derived
Infection

L Recipient-Derived

Infection

Nosocomial, technical
{(donor or recipient)

Activation of latent infection
(relapsed, residual, opportunistic)

Community-acquired

f

- Transplantation

Dynamic assessment of risk of infection

Common Infections in Solid-Organ Transplant Recipients

<1 Month

Infection with antimicrobial-
resistant species:

MRSA

VRE

Candida species (non-albicans)
Aspiration
Catheter infection
Wound infection
Anastomotic leaks and ischemia
Clostridium difficile colitis

Donor-derived infection
(uncommon):
HSV, LCMV, rhabdovirus
(rabies), West Nile virus,
HIV, Trypanosoma cruzi

Recipient-derived infection
(colonization):
Aspergillus, pseudomonas

1-6 Months

With PCP and antiviral (CMV,HBV)

prophylaxis:

Polyomavirus BK infection, nephropathy

C. difficile colitis

HCV infection

Adenovirus infection, influenza
Cryptococcus neoformans infection
Mycobacterium tuberculosis infection

Anastomotic complications

Without prophylaxis:

Pneumocystis

Infection with herpesviruses (HSV,
vzv,[CMV] EBV)

HBV infection

Infection with listeria, nocardia, toxo-

plasma, strongyloides, leishmania,
T. cruzi

=6 Months

Community-acquired pneumonia,
urinary tract infection

Infection with aspergillus, atypical
molds, mucor species

Infection with nocardia, rhodo-
COCCUS Species

Late viral infections:

infection (colitis and

retinitis)

Hepatitis (HBV, HCV)

HSV encephalitis

Community-acquired (SARS,
West Nile virus infection)

JC polyomavirus infection (PML)

Skin cancer, lymphoma (PTLD)




Table 1. Incidence of Cytomegalovirus in Solid Organ
Transplantation®

Organ Infection Disease
Kidney 8%—-32% 8%
Heart 9%-35% 25%
Liver 22%-29% 29%
Lung or heart/lung 39%-41% 39%
Pancreas or kidney/pancreas 50% 50%

Adapted with permission from McDevitt LM. Am J Health Syst Pharm.
2006;63:S3-S9.



Facteurs de risques de maladie a CMV
apres TOS

Sérologie CMV avant greffe :
D+R- > D+R+ > D-R+ > D-R-

Utilisation d’Ac anti-lymphocytes a la greffe

Un ou plusieurs episode(s) de rejet aigu
Nombre d'incompatibilités HLA D/R

Organe transplanté riche en tissus lymphoides

Charge virale plasmatigue CMV élevée



Allogreffe de CSHP

Phase |. Pre-engratment

Phase |l. Post-engraftment

Phase IlI: Late phase

Graf-versus-host-disease. Acute

Chronic

central venous access
devices)

Y T

Impawed cellular and
humoral immunity;
NK celis recover first, CO8 T
ceoll numbers increasing but
restncted T cell repertoire

L“) impaired celiular and
— humoral immunity; B cell

& CD4 T cell numbers recover
slowty and repertoire diversifies

Bacterial

Gram negative bacilli

AL

1

Gram positive organisms

Gastrointestinal Streplococei species

Vira

li-lorpagh'plox\kus

3 Less common

J L J A J L

) |

Other viruses cg.ll-l-M

'EBV PTLD

Fungal

AW«SWHH

Candida species

More common

i

Day 1545

Day 365 and beyond



Trois problématiques chez I'ID

* Comment faire le diagnostic d’infection ?

— Et faut-il un suivi systématique des parametres
viraux ?

 Comment prévenir les infections / maladies a
CMV ?

e Comment les traiter ?
— Et quelle prophylaxie secondaire ensuite ?



Diagnhostic



En préambule

o Temps d’ incubation = 3-12 semaines

o Dissémination :
o Dissémination sanguine = élément clef de |’ infection
(MM, Neutrophiles, cellules endothéliales ...)

o Dissémination dans presque tous les tissus

(Neurones, hépatocytes, épithélium, myocytes,
cellules trophoblastiques......)

o Réservoir cellulaire

o Leucocytes - neutrophiles Interaction entre

o Monocytes/Macrophages » les réservoirs >
o Cellules endothéliales dissemination +++
o Cellules souches hematopoiétiques



En préambule

o Présence de virus dans le sang apres primo-infection

Virémie Antigenémie | ADNémie
t mois 26%  |57%  |100%
2 mois 25%  |89%
3 mois 0% 27%
-6 mois 27%
> 6 MoOis 00/0

o EXxcrétion virale urinaire
o Adultes ~ 6 mois

o Enfants = 1 an
o Infection Congénitale : plusieurs années




Diagnostic Biologique

Pas tres spécifique

Bilan hépatique perturbé
Désordres immunologiques
Syndrome mononucléosique

. O

0"

hyperlymphocytose > 4 Giga
cellules lymphoides activées de grande taille, noyau
rond ou excentré, basophilie du cytoplasme + net
renforcement périphérique.
polymorphisme cellulaire

£ W

Hyperbilirubinémie
transaminases®

Mononucleosis-like illness

¥

hMonospot = Positive for EBY

v
Negative

v
No lymphocytosis
or <10% atypical

L)
Lymphocytosis or
>10% atypical

Y Y
EBV IgM Risk factors for HIV p24 antigen,

HIV viral RNA, or HIV DNA*

v v
Positive Negative

Y Y
EBV mononucleosis CMV IgM

W v
Positive Negative

Y
Toxoplasmosis, hepatitis A, B, C,
or human herpesvirus 6t

¥
CMY mononucleosis



Diagnostic Virologique

Diagnostic virologique direct : qPCR principalement

- Utilité principale = Suivi chez I'immunodéprimé

Sera vu dans un second temps

Diagnostic virologique indirect : Sérologie

- Utilité principale = mettre en évidence une primoinfection
mais aussi établir un statut sérologique

m Recherche d’1gG :

m Recherche d’ IgM :
o Délais : jusqu’a 15 jours apres signes cliniques
o Pic < 3 mois
o Négativation 6 mois voire 1 an




Le diagnostic de la primo-
infection CMV

Et
des infections maternofoetales



Diagnostic virologique indirect : Sérologie |IgM - primoinfection

Diagnostic de séroconversion :
Diagnostic de certitude nécessite un
sérum antérieur

- Apparition des Ig entre 2 sérums
espaceés de 2-3 sem

IgG /
‘ ,

IgM

Titre en anticorps

Délai

ou T Primo-infection Réinfection T prmeriniecon
Index d’ avidité des IgG : quII’”fzi/u;it 0 $
Basé sur I'évaluation de des IgG ! 4 e
I'affinité des 1gG pour les ¢ .
antigenes CMV 2
a2 Lorsdela Pl:les IgG ont une ’

affinité faible pour les Ag CMV X ,
2 Laréponse IgG mature pendant .

une période de plusieurs ™ —+

42 57 14

semaines a plusieurs mois

a2 Puis les IgG ont une affinité élevée

qui se maintient toute la vie Baccard-Longere
Grangeot-Keros

2001, Clin Diagn Lab Immunol

WEEKS AFTER THE BEGINNING OF INFECTION



I N d ex d,AV| d |té = affinité des IgG pour les antigenes v

->Mesure du taux d'IgG en présence
->Mesure du taux d'IgG en absence d'un agent dénaturant (urée)
>Rapport entre ces deux mesures (exprimé en %)

IA = DO en présence de détergent / DO sans détergent

|IA=DO-d/ DO
IgG de faible avidité IgG de forte avidité
Indice d'avidité
des IgG
anti-CMV
02 2 04 065 < 08
| ————
Fortement en faveur S o Fortement en faveur
d’une primo-infection Intermeédiaire d'une primo-infection
datant de moins datant de plus
de 3 mois* de 3 mois*
DO-d <<< DO DO-d = DO
Le détergent décroche les IgG Les IgG sont trés affines :

car elles sont peu affines le détergent n’a pas d’effet



Pourquoi recherche-t-on une primoinfection
en cas de suspicion d’infection MF ?

INFECTION MATERNO-FETALE A CMV

Reéinfection / Primo-infection
Reéactivation maternelle Saleinens

Transmission : 0.15a34% 1° trimestre: 30 A 45%
2¢ trimesire: 45%
Infection foetale 3¢ trimestre:75 4 80%

Conséquences identiques Infection chronique
du nouveau-né

Nouveau-né asymptomatique i _
90 % Nouveau-né symptomatique 10 %

Evolution Handicap Evolution .
normale tardif normale Deces : 30%
85/95% 5/15% 10% Sequelles : 60%




Décembre 2018
Haut

Conseil de la

Santé
Publique

Figure 3-2 : Population source permettant I’estimation du risque d’infection congénitale a CMV en fonction du type
d’infection maternelle.®

Meres Méres
Séropositives CMV Séronégatives CMV

: I Etudes menées
Incidence réinfection maternelle ? Primo-infection maternelle = 1% (0,4-1,4%) sur les femmes
Fréquence réactivation ?

enceintes (cohortes)

Transmission = 2 Transmission = 40%

- - - T ) ) ) T Kenenson 2007,
Incidence infections congénitales = Incidence infections congénitales = Dollard 2007,
nouveau-nés CMVc = 1,4 % (0,2-2 %) nouveau-nésCMvc=0,330,4 % McCarthy Cochrane 2011
Incidence infections congénitales = Incidence infections congénitales =
nouveau-nés CMVc = 0,37 %-0,43% nouveau-nés CMVc = 0,37 %-0,43% Etudes menées sur
| | les nouveau-nés
. _ . _ . o (cohortes prospectives
Asymptomatiques = 80-90 % Asymptomatiques = 80-90 % o pour séquelles et
recherche rétrospective
du statut sérologique
Surdité=9-11% Surdité=9-11% maternel)
Ross 2006
Townsend 2011

— Leruez-ville 2017




Le HCSP recommande :

Haut

C ild - : - 1
e . de diffuser largement les informations sur ces mesures d’hygiéne par tous les canaux

dispombles (professionnels de santé, campagnes de communication. ) ;

Santé
Publigue

Décembre 2018

. de ne pas dépister I"infection 3 CMV, m chez la femme encemnte m chez le nouveau-né

: de renforcer le repérage de ces infections chez la femme encemte et le nouveau-né, et en
particulier en cas de test douteux d une seule oreille lors du dépistage néonatal systématique de
la surdité.

Etant donné que -

. les mesures d’hygiéne (éviter le contact avec la salive, les unines. ) sont indispensables
pour prévenir |'mfection, elles sont recommandées pour toutes les femmes séropositives an
CMV ou non (et leurs conjonis) ;

en cas de transmmssion materno-foetale, la fréquence. le nsque et la gravité des séquelles
sont identiques aprés pnmo-infection (mére séronégative en début de grossesse) ou infection
secondaire (réinfection ou réactivation, mére séropositive en début de grossesse) ;

. actuellement, aucun trastement n’est dispomible m en prénatal, m chez le nouvean-né
asymptomatique ;

I'infection congémtale & CMV sévére conceme une cingquantamne de cas par an ;

, 1a plupart des nouveau-nés infectés asymptomatiques a la naissance ne développeront
D ecouve rte = pas de handicap, seuls 10% pourmront développer une surdité jusqu’a 1’3ge de 5 ans.

fortuite
Signes cliniques chez la mére (asthénie, fievre, céphalées ...)
Signes d’ appel eéchographique

Diagnostic d’ infection materno-feetale de certitude :
- Diagnostic direct



Diagnostic virologique directe

- Confirmation (LA, Nné€)

Diagnostic prénatal de certitude : gqPCR sur LA

INFECTION CONGENITALE : DIAGNOSTIC PRENATAL

PRELEVEMENTS
ExamEns

Sérologle maternalie: ]
- Séroconversion

- etiou Apparition d'igM

Placenta A

Liquide Amniotique

« Isolement viral
PCR-CMV : diagnostic forfhel

Sang du cordon
-igM anti CMV (ELISA)
partols négati

Index d’ avidité des IgG
< 30% = infection récente

qPCR sur liguide amniotique

Attention :

Faux — : Amniocentése réalisée avant 22SA = diurése fecetale pas bien établie

/ Physio-pathologie:

Dissémination chez la mére
Placentite (réservoir)

Infection du liquide amniotique
Inhalation — déglutition
infection digestive/respiratoire
Dissémination

excrétion massive LA

Faux + : principe de précaution : attendre que virémie soit —
—>contamination du LA par le sang maternel ?



Physiopathologie de I'infection fecetale

Infection maternelle _ 1.nfection
(virémie maternelle) placenta

2. Infection fostale

Infection systemique Réplication
viremie foetale dans le rein

|

Virus est éliminé
dans I'urine fcetale > i i :
>16 SG -~ _Virus s’accumule - .
dans le liquide amniotique

-

CMV est détectable dans LA
n — 2 6 to 9 semaines apres l'infection maternelle:
SO \ hasiesous PRELEVEMENT DE CHOIX POUR LE DPN




Role pronostique de la qPCR sur LA ?

Facteurs prnnostiques
Quantification virale dans le liquide amniotique

11

] o I
0 7 )
Quantification g ~ O -
dePADNdu ] o i
CMV dans le . -
liquide [ E - -
amniotique ¢ o =
(logo/ml) 5 - é O _
E D L
. [
3 7 O O -
2
Symptomatiques Asymptomatiques
n= 25 n=7
Picane et { Prenat Diagn, 2005
FOCH

Autres facteurs Pronostiques :

-Echographie cérébrale ?
- Age gestationnel (avant 20SA) ?




INFECTION CONGENITALE : DIAGNOSTIC A LA
NAISSANCE

EEELE!EMEN.‘LExlm

AENS
Liquide amniotique et

placenta :

- Isolement viral
- PCR-CMV

Infection

Sang du nouveau-né
Inapparente u- virémle

m
- antigénémle
1omégalle - PCR-
a '& PCR-CMV
’ - 1gM anti CMV

A la naissance :

-A Parfois virémie négative

- Charge virale urinaire/salivaire

-A Parfois virus dans la salive provient du lait

maternel

Figure 5-3 Diagnostic de I'infection congénitale 3 CMV en période néonatale

INFECTION PERINATALE

'(_:onlsmlnazlon a %
accouchemen
(liliére génitale) -
Sang du nouveau-né:

Contamination par = virémie
I'entourage et par - Antigénémie
l"allaitement R
Inf

fection latrogéne - apparition des Igh

Apparition de la Virurie

Diagnostic de I'infection congénitale a CMV
Période néonatale

.I

PCR positive

|

PCR sur urines (<ji5)

PCR positive
Infection congénitale

PCR sur salive (<ji5)

!
PCR négative
Absence d'infection congénitale

PCR négative
Absence d'infection congénitale

si charge virale
I'adolescence

+-> suivi clinique jusqu’a




- Surveillance de la grossesse en cas de PIM
_— |PM

T
Echographie : Y L
grap Ponction de liguide amniotique
Mormale \- Anormale = > 21 semaines daménarrhes
« dés négativation virémie matemelle
\ + =6 semaines aprés la séroconversion
Poursuite de la grossesse |
PCR-Culture
Nouveau-né l
! Devenir de la grossesse ?

Prelévements
‘/'55”9 + Urines \ Poursuite 7? - \ IMG ??

PCR/ culture négative PCR/ culture positive
Bilan + surveillance +/_ TTT antiviral W

RAS

PIM = primoinfection

maternelle



Diagnostic de l'infection a
CMV chez
L'Immunodéprimé



Séf'O'Ogie (Diagnostic virologique indirecte)

m Sérologie pré-greffe :
o IgG +

o IgM - E—) STOP
qPCR

Quantification des génomes CMV

m Sérologie post-greffe :
o T IgG +
o Réapparitio

Sérologie pré-greffe :
o I1gG -
o IgM -

m Sérologie post-greffe :
o Suivi sérologique permet le diagnostic de primo-infection
o qPCR généralement plus précoce



Séf'O'Ogie (Diagnostic virologique indirecte)

m Apparition des IgM en primo-infection:
o Jusqu’a 15 jours/ 3 semaines apres signes cliniques
o Pic = 3 mois o voire 1 Attention chez I'ID :
= Negativation 6 mois voire 1 an Séroconversion peut étre retardée

IgM Peuvent persister longtemps
IgM Peuvent réapparaitre si réactivation

m Apparition d’Ac hors contexte PI ou réactivation:
m IgM faible ou valeur seuil
o Possible faux positif
o Croisement avec IgM autre virus = recherche primo-infection virale
o Activation polyclonale non spécifique
m IgG
o Acquisition passive

HSCT = Ljungman, Lancet infectious diseases 2019
SOT = Kotton, Transplantation 2018 / Razonable Clinical transplantation 2019



QPCR (Diagnostic virologique directe)

charge virale sanguine=gPCR sur sang total

recommandée par consensus > Suivi chez I’immunodéprimé
Sensibilite :
PCR Sang total > PCR plasma
Spécificité
Faux + exceptionnels
VPN : > 90 %

Parfois en échec : atteintes d’'organe : colon, rétine
VPP tres peu de chiffres :
/ infection : +++++

/ maladie : seuil de prédictivité ?\

< Depuis 2011 :

Cut off thérapeutique pour le greffé :
existence d’ un

Variable d'un cen‘tre a | autre standard
Variable d’'un service a | autre (selon type de greffe) international




QPCR (Diagnostic virologique directe)

Recommandations internationales
Greffe de cellules souches hématopoiétiques

Surveillance virologique au moins hebdomadaire au cours
des 100 jours apres la greffe

- 2 X / semaine possible si facteur de risque

Surveillance prolongée de 6 a 12 mois en cas de GVH,
immunodépression T intense

Méthodes = charge virale par gPCR - standard
international : UI

Seuil d’ intervention : dépend de la methode utilisée et du
compartiment sanguin analysé (seuil plus bas si plasma)

Dans les derniéres reco HSCT US : distinction seuil « low risk » et « high risk »

Ljungman, Lancet infectious diseases 2019
Hakki et al, Yong et al, Transplant and cellular therapy 2021



QPCR (Diagnostic virologique directe)

Recommandations internationales en
transplantation d’organe
Prélevements hebdomadaires apres greffe pendant 3-4 mois
Suivi virologique : préféerer gPCR

Cinétique de charge virale : Plasma ou sang total
résultats exprimeés en UI par ml

Seuil d’ intervention a établir localement

Considérer I’augmentation de la charge virale entre deux
prelevements : ( 20,5 log10 et =0,7 log10 pour les valeurs
< 1000 UI/mL)

Kotton, Transplantation, 2018



QPCR (Diagnostic virologique directe)

Précision / Variabilité

A chaque cycle de température
’ _ < Exponential phase —» |4 Aon. —P
Nombre de génome du CMV = x2

/" exponential
plateau
phase

ence

Mesure un nombre de cycle (Ct)
Précision de 1 a 2 Ct :

Fluoress

Cqvalue
o Exemple 1 l/
h d i ,’_ ______
200 copies/ml 2,3 log copies/ml Tt ok T o o
X 2 - 400 copies/ml 2 6 log copies/ml Cyc
X 2 - 800 copies/ml 2 9 |og copies/ml

o Exemple 2 , :
P Variabilite de la technique

20 000 copies/ml 4,3 log copies/ml = 0,5log a 0,7 log

X 2 > 40 000 copies/ml 4,6 log copies/ml

X 2 - 80 000 copies/ml 4,9 |log copies/ml



QPCR (Diagnostic virologique directe)

Limite de détection

Limite de détection = 200 - 500 copies/mL
Valeur de CV détectée dans 95% des cas
Valeur de CV NON détectée dans 5% des cas

CV > seuil peuvent exceptionnellement ne pas étre détectée (5% des cas)
CV < seuil sont souvent détectées

o Exemple de cinétique possible

Mr FB de cardio :

1000 - 0 - 3000 - 1000 -— d - 200 - O copies/mL
Signe d’absence de clairance virale

Résistance au TTT (voir plus loin)



QPCR (Diagnostic virologique directe)

Cinetique virale et réponse au TT]1

Plus la CV progresse vite, plus la survenue de la maladie est probable
(Emery et al Lancet 2000)-> 0.1 log / jour = risque de maladie x2

Pendant le traitement

m CV se négative en 15-21 jour (GCV IV= 19 j, VGCV = 21 j) (Hanz, JAC, 2010)
- Voir plus long si CV initiale > 50 000 UI/mL

m Importance de la pente de la courbe de décroissance virale :
- 0.5 log/ semaine = OK - charge virale : 1x/sem
- Pente peut étre moins importante la 1¢ semaine de TTT

m Plus la CV décroit lentement, plus il y a risque de rechute (Humar et al JID,
2002)

m Absence de clearance virale = 1 risque de rechute

Poursuivre le traitement jusqu’a négativation de la charge virale sur deux
examens consécutifs réalisés a 1 semaine d’intervalle



gPCR sur autres liquides biologiques et tissus

Compartiments dans lesquels le virus est normalement absent

LCR - si atteinte neurologique

HA - si rétinite

LA = si suspicion d’ infection congénitale
- Interprétation de la CV quantitative ?

Compartiments dans lesquels le virus est présent a I’ état latent

biopsie digestives - si colite

Biopsies pulmonaire - si pneumopathie

LBA - si pneumopathie

urine - ? - Importance de la CV quantitative, mais interprétation ?
- A rapproché de la CV sanguine et de la sérologie

Biopsies : copies/ug+ liquides biologiques : copies/mL
-Si Atteinte d’organe : Histopatho nécessaire (Kotton et al 2013, 2018)
- PCR tissue recommandée sur biopsies digestives mais signification « ? » si CV faible (Kotton
et al 2013, Yong 2021)

-PCR sur LBA et HAQ +/- LCR (T rare) : utiles



Méthodes de Diagnostic : résumé

Clinique Sérologie | PCR | Histologie

Primo- +/- IgM + +/-
infection Avidité

IgG+
Infection - IgG +/- -
latente
Réactivation - - + -

Maladie CMV + + +/- ++ +




Molécules anti-CMV
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Antiviraux au sens large ...

* Virucides :
— Détergents
— UV
— Cryothérapie

* Anti-réplication :
— Molécules utilisées en systémique

* Agents immunologiques
— Immunomodulateurs : Interférons, imiquimod

— Transfert passif d'immunité adaptative :
* Immunoglobulines
* Lymphocytes T



Ganciclovir

* Analogue de la guanosine
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Ganciclovir

Analogue de la guanosine
Phosphorylations avant action sur I’'ADN polymérase

— Par une thymidine kinase virale dans les cellules infectées (gene ul97
pour le CMV) puis par 2 kinases cellulaires

— [P-GCV] : 10 fois supérieure dans les cellules infectées par le CMV

Interférence avec la polymeérisation de I'ADN

— Ralentissement puis arrét

Activité sur cellules infectées par le CMV 10 fois
supérieure a celle de l'aciclovir



Ganciclovir

 Pharmacocinétique :
— Faible liaison protéique
— Biodisponibilité : GCV : 5-10%
— Diffusion LCR : 40-70%, oculaire : 100%
— Excrétion urinaire
— Demi-vie : 2-4h



Ganciclovir

* Toxicité :
— Neutropénie (20-40%), thrombopénie (20%)
e Apres 1 semaine de traitement généralement

* Survenue méme sans surdosage

* La méme concentration est inhibitrice sur les cellules
infectées et sur les progéniteurs médullaires

— Encéphalopathie (5-10%)
— Mutagene et Tératogene
* |Indications
— Infection a CMV : thérapeutique



Valganciclovir

Ester de valine du ganciclovir

Biodisponibilité 60% (meilleure avec les repas)
Taux de GCV apres prise orale comparable au

taux apres perfusion de GCV
900mg de V-GCV = 5mg/kg de GCV IV
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NH+

Cidofovir (Vistide) A,

[

L.
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Analogue de la cytidine Htf"'“‘*”'”"“(
— Phosphorylation par les kinases cellulaires .

Demi-vie 17-65 heures
— Perfusion hebdomadaire (hyperhydratation/probénicide)

Faible fixation protéique, bonne diffusion
Spectre : tous les herpesviridae
Elimination urinaire
Toxicité :
— Atteinte tubulaire proximale +++

* Protéinurie, glycosurie, insuffisance rénale

— Neuropathie, uvéite
— Baisse de la pression oculaire

Cidotovin



Foscarnet

Pas de métabolisation nécessaire en intracellulaire

Inhibition directe des ADN polymérases virales
— Analogue pyrophosphate
— Compétition avec la liaison des nucléotides

— Affinité 100 fois plus importante qu’avec 'ADN polymérase humaine

Spectre : tous les herpesvirus
— Sans résistance croisée avec les analogues nucl.

Pharmacocinétique o 4
— Biodisponibilité : 5-10% _O_Q,_C/;f
— Excrétion rénale ([)_ o
— Demi-vie : 4-8h B

— Bonne diffusion cérébrale (66%) et oculaire (140%)
Toxicité :

— Rénale : tubulopathie

— Hypocalcémie, hypokaliémie, dysphophatémie

— Ulcérations génitales (mucite de contact)

Foscarnet

3 Na”



Mode d’action des anti-herpesviridae

Prodrogues

Valganciclovir

(Val-GCV) .
Valaciclovir H‘Nm\ Néj
C A [ d 0
(VCV) \ H,N K[Ov _cH,
CH, o
\ Ganciclovir OJ OH o 0
o (GCV) o™ Cidofovir O—P—M
Aciclovir 2 0
HNJ%IL:'? (ACV)
HEN)“\‘N OH

(COV)
ge

Foscarnet
(PFA)

Kinase
virale

Kinases
cellulaires

GCV-P

ACV-P -

Kinases
\C cellulaires ’
GCV-PPP CDV-PP

ACV-PPP

PFA

ADN polymérase UL54

Affinité analogue > substrat naturel

Alain, Virologie, 2009



Maribavir

Cible : UL97 (phosphorylase des nucléotides)

Développement initial en prophylactique
— Mais probablement sous-dosé

Développement actuel en curatif
— En particulier en cas de résistances

’avenir du traitement anti-CMV de 1¢'¢ intention ?
— Bonne biodisponibilité
— Faible toxicité



Létermovir

Host nucleus ) i .' P2y Newly synthesized
; N cytomegalovirus capsid

Terminase complex

cleaves DNA at a One copy of

specific sequence Y 2 - viral DNA

.

Concatemer of DNA with

> multiple genome copies One copy of

viral DNA




Létermovir

* Cible : complexe terminase

e Usage actuel en prophylactique en greffe de
CSH

— Et on commence a l'utiliser hors AMM en curatif ...

* Tolérance et biodisponibilité satisfaisante



Artesunate as a Potent Antiviral Agent
in a Patient with Late Drug-Resistant
Cytomegalovirus Infection after
Hematopoietic Stem Cell
Transplantation

Michael Y. Shapira,’ Igor B. Resnick,’ Sunwen Chou,’*

Avidan U. Neumann,” Nell S. Lurain,' Thomas Stamminger®

Orit Caplan,’ Niveen Saleh,' Thomas Efferth,® Manfred Marschall =
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Stratégies thérapeutiques
chez 'immunodéprimé



Prévention des infections a CMV en
greffe d’'organe solide

Eviter les mismatch CMV D/R si R-
Epargne des immunosuppresseurs

Eviter les primo-infections sur transfusion
(produits déleucocytés)

Anti-viraux : plusieurs schémas possibles



Utilisation des antiviraux contre
I’'infection a CMV chez 'immunodéprimé

Préventif
Prophylaxie Prophylaxie
Universelle cibléee
Prophylaxie patients & haut
identique chez risque : D+/R-
tous les '

transplantés

ou situation a
risque (tt rejet)

Peu d’études comparatives des 2 strategies




Utilisation des antiviraux contre
I’'infection a CMV chez 'immunodéprimé

Préventif

Prophylaxie Prophylaxie

Universelle ciblée
Prophylaxie patients & haut
identique chez risque : D+/R-
tous les

ou situation a

t lanté . :
ranspianies risque (tt rejet)

Curatif

Traitement
Préemptif

Traitement précoce
si infection a CMV
asymptomatique
(PCR CMV +)

Traitement
curatif

Traitement d’'une
maladie a CMV
(symptomatique)

Peu d’études comparatives des 2 strategies




Prophylaxie anti-CMV

* Avantages
— Plus simple
— Moins d’infections
— Moins de perte de greffon ?



CMV & SOT : maladie a CMV
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CMV & SOT : maladie a CMV

B Seropositive Group
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Figure 1. Kaplan—Meier Estimates of the Proportions of Patients
without Laboratory-Confirmed CMV Disease in the Seronega-
tive Group (Panel A) and the Seropositive Group (Panel B).

Lowance 1999 — Kidney Tx



CMV & SOT : rejet d’organe
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CMV & SOT : rejet d’organe
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Antiviral prophylaxis versus placebo/no treatment, Outcome b Death.

Placebo/no
Study or subgroup Antiviral medication treatment Risk Ratio Risk Ratio
{Random 5% HRandom?5%

n/N n/M Cl Cl

| CMV disease
Ahsan 97-Kidney 02| 1122 " 0350001, 8117
Balfour 89-Kidney /53 251 - v 1 Q.19 [ 001,392 ]
Barkhott 99-Liver 1128 227 — & 0.48 [ 0.05, 5.01 ]
Cohen 93-Liver /33 1/32 " 032001, 7.66 ]
Gane 97-Liver 07150 71154 & 0.07 [0.00, 1.19 ]
Hibberd 95-Kidney Qo4 1149 = 026 [ 001, 6.16 ]
Lowance 99-Kidney 0/306 1310 " 0.34[ 001,826 ]
Subtotal (95% CI) 655 645 ~- 0.26 [ 0.08, 0.78 |

Hodson 2010



Prophylaxie anti-CMV

* |nconvénients
— Volume de prescription
— Toxiciteé
— Développement de résistance
— Obstacle au développement d’'une immunité anti-CMV

» Avec risque d’infection tardive



Prophylaxie

 Valganciclovir 900 mg/j PO

* 6(12...) mois au moins pour les Tx
pulmonaires et du gréle

* 3 mois pour les autres



Traitement préeemptif

* Charge virale CMV hebdomadaire
* Alerte si positive

* Traitement antiviral d’attaque :
— Des la positivation de la CV ?
— Selon le temps de doublement de la CV ?
— En fonction de 'immunodépression ?
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Reischsig 2009 - kidney Tx
Maladie liée au CMV
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SOT : Quel traitement d’attaque ?

V-GCV per os si tableau de réplication isolée (préemptif)
— 900mg x2

GCV IV sinon (surtout si maladie a CMV : curatif)
— 5mg/kg x2

Jusqu’a négativation de la PCR CMV dans le sang a 2
reprises a 1 semaine d’intervalle

— Durée minimale du traitement d’attaque : 2 semaines

Puis traitement d’entretien ?
— 133 mois?
— Grande variabilité entre centres

— D’autant plus long si CV initiale élevée, si intensification du
traitement anti-rejet, si primo-infection

— Probablement si atteinte digestive (clairance virale plus lente)



Si toxicité hématologique ... ou si
résistance ...

* Foscarnet
— 180 mg/kg/j en attaque
— Tubulopathie ...

* Artesunate ...

* Maribavir : en autorisation d'acces compassionnel



VIH et CMV

Atteinte ophtalmique

— Essentiellement rétinite ; dépistage systématique
si lymphopénie CD4 < 100/mm?3

— Mais aussi uveéite, épisclérite, conjonctivite ...
Tube digestif dans son ensemble

Foie et voies biliaires (cholangite sclérosante)
Systeme nerveux central

Surrénales

Poumon (réactivation délétere ou non ?)



Kumar 2009

Freedom from CMV disease (%)

Intérét de I'immunomonitoring ?

—————' Immunité T anti-CMV
S D N -‘

Absence d'immunité T anti-CMV

Table 2: Cell-mediated immunity at different time points post-
transplant

70 Time point CMWI (=0.1 IU/mL)
1 rmaonth 22/108 (20.3%)
60 Z months 29/104 (27.9%)
3 months 34/98 (34.7%)
{

End of prophylaxis 38/108 (35.2%)

50
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Time after stopping prophylaxis (days)



Résistances



Résistance au traitement

Résistance clinique

= persistance d’ une réplication virale
sous traitement bien conduit

absence de réponse virologique

Causes virologiques/pharmacologiques/immunologiques




Résistance au fraitement

Facteurs de risque d’apparition de la Résistance

Table 1
Risk factors for R/R CMV

Risk Factor

Transplant-related HLA mismatch

Absence d'immunite initiale : D+/R- Haploidentical donor [3

Immunosuppression intense Cord blood

Pediatric HLA-mismatched donor [97]

T-cell depleted transplant [6]

CMV seronegative donor

Viral-related Persistent low level CMV viremia

Réplication virale : persistance, pic ou g peak fevel CMV viremia (37

recurrence Recurrent episodes of CMV [14]

CMV central nervous system disease [7—9]
e.g. retinitis, ventriculitis

Drug-related Sub-therapeutic exposure to antivirals due to non-

antiViraI prOIOnge (> 5 mOiS) adherence, dose interruption and/or adjustments
ITT antiviral inadapté due to renal impairment or dose

limiting toxicity

Prolonged exposure to anti-CMV drugs in the
presence of replicating virus [5,10]

Immun Ité hote Host-related Lymphopenia

REjet ou GVH Poor immune recovery

Graft versus host disease

Yong et al, Transplant and cellular therapy 2021



Résistance au fraitement

' 4 . . s = Rein 224
Epidémiologie de la Résistance —
Hanz, JAC, 2010 346 patients : 59 HSCT 287 SOT foie 24

198 patients = TTT prophylactique pourﬁon 7

Suivi moyen = 993 jours (493-1493) mulio | 4

HSCT 59

Résistance suspectée chez 10.7% (37/346)
Rein 10.3%

m 6.8% HSCT (4/59)

O
o Ceoeur7.1%
m 11.5% SOT (33/287) 0 Foie 12.5%
50% o Poumon 71.4%
Résistance virologique chez 5,2% (18/346) © Rein 6.2%
m 1.7% HSCT (1/59) o Foie 8.4%
m 5.9% SOT (17/287) o Poumon 14/3%

- tous au moins 1 fois du (val)ganciclovir
- 9 avaient eu une prophylaxie antivirale

Incidence résistance = 4.12 cas pour 100 patients/an



Résistance au traitement : Le virus

Mécanismes d’émergence dune souche résistante in vivo?

Avant Traitement Apres

traitement

Blocage du cycle viral des

souches sensibles

. lﬂ 99 i_
Prédominance +—> lr o d:& 33,3 DI
de la souche @ VvV NI a0%a D . P
sauvage @ > ‘309“90@ a“;ﬁ;@ 209,059

traitement

« P

Prédominance
de la souche
résistante

Souche sauvage (Cycle viral normal)

Souches mutantes

\

y
5
ul

Réplication virale =>
mutations+/-favorables

Sélection




Cinétique de I'émergence d’ une souche
résistante in vivo?

Copigs/ml Mutant
/ Sauvage
N Y,
N
En competition
200copies/ml 21 T
Traitement

La souche mutée :

préexiste au traitement

devient dominante sous traitement

redevient indétectable a I'arrét du traitement ou persiste
N’est généralement pas la souche persistant a I'état latent
Ne sera pas forcement retrouvée a la prochaine réactivation



Résistance au traitement : Le virus

Détermination virologique de la Résistance

Etude phénotypique

eIsolement du virus en culture nécessaire : urines/salive/sang (héparing)
eDétermination des IS50 (indice de sensibilité) =

CI50 souche étudiée / CI50 souche sensible de référence AD169

o> RsiIS >3

Etude génotypique

esequencage des isolats ou ADN extraits du sang (EDTA)

esensibilité 1000 copies/mL de sang > Yong et al, Transpl cell ther 2021 précanise
\ . . ’ sur pivt Ioca

¢2 genes impliques UL97 et UL54 "

Corrélation Geénotype/ phénotype = excellente sauf si nouvelle mutation



Résistance au traitement : Le virus

Mécanisme d’action des molécules antivirales
Inhibiteurs de 'ADN polymérase virale = UL54

‘GanC|CIOV|r (Cymevan®) . Analogue Figure 1 : Métabolisme intracellulaire des antiviraux
nucléosidique GCV CDV PFA
> 1¢re phosphorylation par la AR s \
virale

phosphotransféerase virale : UL97 .
«Cidofovir (Vistide®) : Analogue Nucléotidique e

. . . Kinases P Kinases
- phosphorylation par les kinases cellulaires cellulaires —’l cellulaires
uniquement GCV-PPP  CDV-PP PFA
*Foscarnet (Foscavir®) : analogue du UL54
pyrophosphate \_

GCV-P : ganciclovir phosphate, CDV-P : cidofovir phosphate, PFA : foscarnet

-> pas de phosphorylation nécessaire

*Autres inhibiteurs :

» Maribavir : Inhibiteur de la phosphotransférase virale : UL97

» Letermovir : Inhibiteurs de terminases UL56 et UL89 & Transpl cell ther 2021



Résistance au traitement : Le virus

Mutations de Résistance aux antiviraux

UL97 : mutations de résistance au GCV

- Les premiéres a apparaitre (> 3 mois de traitement)

« Reésistance de bas niveau (CI50 < 30uM)

- Diminuent peu ou pas la capacité réplicative du virus mutant

TABLE 8.
GCV resistance levels associated with selected UL9T genotypes
H a
Genolype frequency Fold ehange in GGV ECS0
5-15x 25 =dw
Mast common MABOV/, H5200, ADS4Y, L5955, COIW CHe2G
Less common at codons MAG0T, ASO4G, 595del”, L5OSF/W, ESOEY, ARV, ARQ4ET, ERAGG, CE03S, ES96D0, NSATD, KEIEMR, LEOI,
460, 590-607 507del2”, 599del, K599T, 600dd, 601del, 596del”, 600dal2, CROTF TEO1M, DEOSE”
601del2, CBO3R, CEOTY, deli=3)°
Abypical loci F3425° K355M° V35667 V466G, C480R° L405P, I610T, AG13V ME15V, Y61 TH, A19Y, L6340,
C518Y, PR21L* EBREK, ABTAT

* Moderaie resistance (5-15:), low-gmde resistince (2-5:), of insignificant msktance (<2x).

* el = in frame dedeion of codon.

“Iin fiame debaton of =3 codons in the 530-607 range can be aszmmed to confer moderaie GOV resistance (sightiold to 15-0i). Deletion of 3s than 3 codons may confer varying degrees of GOV resklance
(fouriold ta 10-fold. *®

“ DB0SE s a basaline sequence palymopbiam common in east Aga, unnetsted 1o dnug esktance.

* Marbavir cozs-reskance documented; all except F3425 ane markadyy growih-inhibited,

(Kotton et al., Transplantation, 2018)



Résistance au traitement : Le virus

Mutations de Résistance aux antiviraux

UL97 : mutations de résistance au Maribavir

- généralement différentes des mutations de R au GCV

Maribavir Ganciclovir
Mutations de résistance 353 397 460 520 591-607
409411
NH?2 -] ' (W W W W W W Pl W W W | COOH
1 NLS I nmm v v v vl vil IX X X 70
1 f ) 7
Liaison Transfert Liaison
al'ATP du du

phosphate substrat



uLs7 ; I. K355 H_I_I

Codon 1 Nuclear Localization 337 453 481 520 553 707
345 462 483 527 557
Kinase conserved domain: | Vib VIl VL IX
P-Loop

ATP binding Phosphotransfer Substrate binding

A591V  L595S/F/W
Drug Resistance Mutations C592G  ES596G/Y
A594V/T  K599T
T409M AS94E/G  C603W/R/S
K359E H411Y C480F C518Y AS594P/S C607Y/F
K359Q H411N M460V/I H520Q 590-607 codon deletion(s)

GCV-R MBV-R GCV+MBV-R

F342Y |
Detected in clinical specimens | | |I‘ Il | u‘ 11
L405P V466G P521L 1610T
A613V
V353A
L337M V356G L397R
: F342s || | | |Ha11L
Selected in cell culture '
D456N C480R Y617del

Figure 1. UL97 mutation map.

Conserved kinase domains are shown. Drug resistance mutations are color coded by their resistance phenotype. Mutations detected in clinical specimens are in
the upper map, with the most common ones in bold. Those below the line are considered potentially less significant due to some combination of detection in a
single specimen or minor subpopulation, severe growth impairment or borderline resistant phenotype. Mutations detected in cell culture are shown in the lower
map; those displaying cross-resistance were selected in the presence of methylenecyclopropane guanosine analogs and those below the line are severely growth-
impaired.

Chou, Antiviral reseach, 2021



Résistance au traitement : Le virus

Mutations de Résistance aux antiviraux

UL54

- Apparaissent suite a un ttt prolongé (6-9 mois en moyenne)
- Résistance de haut niveau

« R GCV généralement associée a une R au cidofovir

« R croisée GCV FOS = rare - touche pas la S au cidofovir

- Diminuent la capacité réplicative du virus

Structure Tefr:irn:I ' Exonuclease Tel:‘r[*:'irl::l 5 Palmi Finger Palm2 Thumb
Domain (04.295) [296-554) ~ (5sa.g00; (696 785 825 981} (982-1225)
1 < L : 1243
I 1] ] 1] 1 [1[
i | | I N [ I L o
Codon 206-304 379 421 498 546 B9& 742 771 BOS 305 962 978
790 845 919 570 98E
Conserved region Exol Exoll Exolll 1] VI I VIV
T552N MEA4T
KASER L516R S5854 MEALY E951D:
In vitro FOS, Nucs  5290R| Fa12V | | | |]rsosi [ | veast|| |
In vitro BCV £3030  [Da13v D542E
(Kotton et al., E303G |
KS13E/N/R
H D515Y
Transplantation, N9SK LS16W 802
KS00N 15217 K&8050
20 1 8) L5011 PR22ASS AB09Y
i T5031 Ch2ddel L773V VB1ZL
_Df_jtec,te'j in ASDEY V526L E756K/D/Q  LI7EM 18135
clinical isolates N40BD FA12C C539G QS7&8H  1728V/T V781 T2
P —— N4DBK F412L/S L5455 Q578L  T700A V7B7A AB34P
p D30IN N40BS DAIIE/A  L545W DSBEN W715A/M V787 TR38A del9g1-2
NATOK] D413N GRALASS ASETG
1T T WS

FOSrGCVrCDVr CDVr

Susceptibility Phenotype GCVr CDVr FOSr FOSrGCVr GCVrCDVr

FIGURE 1. C\MV LIL54 DNA polymerase gene mutation map. Shown are the structure domains and regions of amino acid sequence consar-
vation in herpesvirus polymerases, where resistance mulaIions_)zg_e clustered. Comesponding resistance phenotypes are color coded for the
involved drugs. Adapted and updated from prior pul:nli:aiions.s""" BCV, brincidofovrn, Mucs, vanous nuclecside analogs.



Résistance au traitement : Le virus

Mutations de Résistance aux antiviraux

Associations de mutations UL97 et UL54

Association sur une méme souche
Coexistence de plusieurs souches mutées
Surviennent au cours de ttt prolongés

R de haut niveau au GCV

R aux 3 molécules possible



Résistance au traitement : Le virus

Mutations de Résistance aux antiviraux

UL56 et UL89 : mutations de résistance au letermovir

Nombreux polymorphismes décrits (Champier et al., 2007), pas de résistance in vivo a
ce jour malgré des mutations de résistance décrites in vitro

Intérét de tester toute nouvelle substitution apparaissant sous traitement

letermovir resistance
V236M C325Y

V231l | L241P R3GOM/G/S
Il l
1 I v I A" I VI vl VIl IX X X1 XH
D242G A27V
Fig. 1. Schematic representation of the UL56 domain organization according to Champier et al., 2008, Conserved regions are indicated as gray boxes (I-XII); variable regions

(VR1 and VR2) as black baxes. Amino adds (AA) associated with in vitro resistance to letermovir are indicated above. Two natural ocaurring ULS6 polymorphisms located
within the letermovir resistance region are indicated below (Goldner et al., 2014)

Goldner et al., Antiviral Research 116 (2015) 48-50 _ . _
Diapositive Pr Alain

- R Letermovir pourrait apparaitre pour des durée courte de prophylaxie (blip)



Résistance au traitement : La drogue

Résistance Pharmacologique

Adaptation du valganciclovir a la fonction rénale -
concentrations incorrectes dans 50 % des cas (ORVAL).

Une diminution de dose est justifiee par une
neutropenie dans 10% des cas (ORVAL)

Un sous dosage en ganciclovir favorise l'inefficacite
clinigue et donc la resistance (Emery et al., PNAS 2000)

Changement de ligne thérapeutique (dose, molecule) et
sous dosage associés a la non reponse (cohorte
francaise)



Adaptation des doses d’antiviral

TABLE 7.

Dosage recommendations for ganciclovir and valganciclovir and valacyclovir for adult patients with impaired renal function
(using Cockeroft-Gault formula)

Intravenous ganciclovir (adapted from™®)

CrCl, mL/min Treatment dose Maintenance/prevention dose

=70 50 mgkg 12 h 50 mgkgg24h

50-69 25mglg gi2h 25 mgkgg24h

25-49 25 mg'kg g24 h 1.25 mgkg g24 h

10-24 1.25 mgkg g24 h 0625 mg'kg 24 h

<10 1.25 mg'kg 3 times a week after hemodialysis 0.625 my'kg 3 times a week after hemodalysis
Valganciclovir (adapted from?53-254)

GrCl, mL/min Treatment dose Maintenance/prevention dose
=60 900 mg every 12 h 900 mg once daily

40-59 450 mg every 12 h 450 mg once daily

25-39 450 mg once daily 450 mg every 2d

10-24 450 mg every 2 d 450 mg twice weekly

<10 200 mg 3 times a week after hemodialysis® 100 mg 3 times a week after hemodialysis®
Valacyclovir (high dose)™

CrCr, mL/min Prevention dose (kidney only)

=15 2000 mg 4 times per day

51-75 1500 myg 4 times per day

26-50 1500 myg 3 times per day

10-25 1500 mg twice daily

<10 or dialysis 1500 mg once daily

#Oral soluthon must be sed In this nstince (as VGOV tbiets cannot be splt).

(Kotton et al., Transplantation, 2018)



Résistance au traitement : Le patient

Le role de I'immunité T

Le suivi de la réponse T peut étre un outils prédictif du risque de

charge virale CMV + ou de maladie a CMV

Utile en complément de a charge virale pour guider:
= Liinitiation ou I'arret d’un TTT antiviral
m  Arreter une prophylaxie universelle
m Adapter le monitoring

TABLE 3.

Potential clinical uses and management based on CMV-specific immune monitoning

Interpretation

Clinical settings Viral load  Immune moniloring result® Action
Pretransplant
Pretransplant R+ Meq Prophwlaxis or surveillance
Pratransplant Seropositive patients Neg
with potential passive antibodies
Pos
(KOttOﬂ et al ey —>  Posttransplant prophylaxis
. v End of prophylass Pes Slop prophydasis
Transplantatlon, 2018 Meq Continue prophylasis or stop
prophwlaxis and do surveillance
(WeSta ” eta I' Posttransplant preemplive therapy
tr-a nspla ntation 2018) Asymptomatic Ry patients Mg P Continug sunellancs
(=1 month postiransplant) Meq Meg Close surveillance
Pos Pos Mo treatment; closs monitoring
Pos Meq Treatmeant
End of treatment Meg Pos Siop treatment
Men Neq Secandany Prophylaxls

Indicatas low level proiection

Passive immunity; T calls are
not transferred

Trug Infection

Indlicates pratection
Indicates lack of protection

Lows risk, indicates protecion
Increased risk, indicates lack

of profection
Lowy rigk, indicates sufficient immunity
Indicatas lack of protection
Lowy risk of relaps:,

sumicient immurnity
High risk of relapse, bk

0f pristection

¥ Prgiiiee: {or Reactive) immiune moniboring resull sugoests a threshald has been established: virel load negalive mears bedow ower limitef quanitation. Limited infermation in heart and lung transplant recipients

and pedisne recipients
Maq, negative; Pos, posiive



Résistance au traitement : Le patient

Les techniques : QuantiFERON ou ELISpot :

basés sur la detection de la production de Sergoneay @
I'interferon y apres stimulation des lymphocytes e

* Test QuantiFERON-CMV (Qiagen) :

-3 tubes : gris (-), bleu (Ag CMV) et pourpre (mitogene)
-Prélever 1ml de sang dans chaque tube (trait)

-Agiter 10x (mélange Ag/SGT)

-Envoyer rapidement au laboratoire = 24h a37° C
-NE JAMAIS METTRE AU FRIGO

(SGT ou PBMC i‘%@.ﬁtm,‘

Interprétation des résultats

Les résultats QuaniiFERON-CMYV sont interprétés selon les critéres suivants :

CMV moins valeur zéro  Mitogéne moins valeur zéro  Résultat du test QF-CMV  Rapport/interprétation
(U1/ml)* {U1/ml)

<0,2 =0,5 Non réactif Réponse immunitaire aux
antigénes de CMV NON détectée

20,2 Tous Réactif Réponse immunitaire aux

antigénes de CMV détectée RI Sq ue

<02 <0,5 Indéterminét Impossibilité de détection de TT
réponse immunitaire aux antigénes

*  Les réponses d'IFN-y au contréle positif pour 'Antigéne de CMV et le Mitegéne peuvent souvent sorfir de la plage de valeurs du
lecteur de microplaque. Ce cas de figure n"a aucun impact sur la qualité des résultats.

T Voir la section « Dépannage » pour les causes possibles.



Conclusion : conduite a tenir

Savoir rechercher une résistance devant une non réponse
Persistance de la virémie plus de 21 jours
Ou baisse de charge virale < 0,5 log/semaine
Ou augmentation de charge virale
Absence d’amélioration clinique (si maladie)

!

Facteurs de risque?
Primo-infection
Durée tt>1mois
Modification itératives du TT
Immunosuppression profonde

Prélevement l I?,osatge_ dle
virologique , antivira
- Levée de
l I'immunosuppression? l
Adaptation des
1 doses

Adaptation du traitement antiviral



Algorithme de prise en charge en cas de suspicion de résistance

(Kotton et al.,
Transplantation,
2018)

Suspect drug resistance if cumulative GCV exposure >6 weeks [1]

and treatment fallure [2] after >2 weeks of ongoing full dose GCV or VGCV

|

Decrease immunosuppressive therapy if possible

|

Severe CMV disease present (see text)

T

GCV = gandiclovir; FOS = foscarnet; COV = cidofovir
VGCV = valganciclovir
[1] Resistance rare before 6 weeks, see text
[2] Symptomatic disease or viral load not improving
[3] Full dose GCV = S mg/kg bid L.v.
High dose GCV = 10 mg/kg bid i.v.
(adjust doses for renal function)
[4] Includes sequence vanants conferring <2-fold EC50 change
[5] Case reports of GCV ECS0 5x-10x successfully treated with
high dose GCV

[6] See text on limited data for COV efficacy. High dose GCV
an option for some mutations.

FOS (add Full or high dose [3]
or switch) GCV
l and concurrently l
Obtain genotypic test data: UL97 and ULS4 <
No mutation ULS7 mutation UL54 mutation
detected [4] only + UL97 mutation

| | |

Full dose GCV GCV ECS0 >5x [5] FOS-R mutation

optimize dosing
and host factors 1no 1yes lno lyes

High dose Full dose FOS CDV-R mutation
GCV 3]
&no *yes
Test specimen
from diseased cov (6] FOS + high
site if applicable l dose GCV [3]

If not improved viral load/disease after 3 weeks, repeat genotypic testing
and consider nonstandard or experimental therapy (see text)




