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Valutazione della riattivazione di HSVI, HHVé6, CMV ed EBYV in una popolazione di pazienti
sottoposti a trapianto allogenico di midollo

SUMMARY

Herpes viruses are recognized as important pathogens as a result of viral reactivation in immunocompromised
hosts, especially in patients undergoing bone marrow transplantation. Objectives of this study were the
assessment of the reactivation of herpes virus HSVI, HHV6, CMV and EBV and the correlation between viral
reactivation and progression of transplantation in a population of patients undergoing allogeneic bone marrow
transplantation at Fondazione IRCCS Ospedale Maggiore Ca’ Granda Policlinico, Milan.

Viral DNA was detected and quantified by Real Time PCR in a population of 35 patients undergoing allogeneic
bone marrow transplantation. The viral reactivation was observed in 7 patients for HSVI (20%), 6 patients for
HHV6 (17.1%), |1 patients for CMV (31.4%) and 4 patients for EBV (11.4%). Difference in the incidence of
aGVDH between patients with viral reactivation versus those for which there was no reactivation was
statistically significant. These data confirm the importance of monitoring viral load for the management of

antiviral therapy in order to prevent CMV disease and complications related to herpes viruses reactivation.

INTRODUZIONE
La riattivazione dell’infezione latente da virus
erpetici, costituisce un rischio molto elevato per i
pazienti sottoposti a trapianto allogenico di midol-
lo, a causa delle condizioni di granulocitopenia,
abbattimento delle difese immunitarie sia di tipo
cellulo-mediato che umorale e aumentata inciden-
za di aGVHD (Graft Versus Host Disease acuta).
La riattivazione dei diversi tipi virali ¢ associata
con il periodo temporale connesso al trapianto che
¢ suddiviso in 4 fasi correlate con un diverso sta-
dio di immunosoppressione (9, 10):
e Pretrapianto
e Preengraftment (approssimativamente da 0 a
30 giorni dopo il trapianto)
e Postengraftment (approssimativamente da 30 a
100 giorni dopo il trapianto)
e Periodo tardivo del post trapianto (> 100 gior-
ni dopo il trapianto)
Preengraftment: ¢ definito come il momento in
cui il numero assoluto dei granulociti € < 500/ul e
il numero di piastrine ¢ < 20.000 x 10° (1, 8).
Durante questo periodo la riattivazione piu fre-
quente ¢ quella da HSV (Herpes Simplex Virus),
seguita dalla riattivazione del virus HHV6
(Human Herpes Virus 6) (6).

Postengraftment: generalmente in questa fase si
avvia la risoluzione della neutropenia grave che
dovrebbe stabilizzarsi entro i 100 giorni dal tra-
pianto. Sul piano delle difese immunitarie, il defi-
cit dell’immunita cellulo-mediata ¢ particolar-
mente rilevante, pertanto la riattivazione dei virus
erpetici ed in particolare del Citomegalovirus
(CMYV), rappresenta I’evento infettivo piu impor-
tante evidenziato in questo periodo.

Periodo tardivo del post trapianto: ¢ definito
come il periodo durante il quale si assiste al recu-
pero della funzionalita del sistema immunitario,
sia sul versante dell’immunita cellulo-mediata che
umorale. In questa fase si osservano frequente-
mente manifestazioni cliniche legate alla slaten-
tizzazione di VZV (Varicella Zooster Virus) ed
EBYV (Virus di Epstein-Barr).

Anche la presenza di DNA di CMV ¢ frequente-
mente osservabile ed ¢ correlabile all’entita della
ricostituzione immunitaria.

La prevenzione delle infezioni da virus erpetici si
basa sulla somministrazione di una terapia antivi-
rale a scopo profilattico e sull’approntamento di
una terapia preemptive per la prevenzione della
riattivazione di CMV. A questo proposito il moni-
toraggio della carica virale ¢ di importanza fonda-
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mentale nella gestione del paziente.

Obiettivi del nostro lavoro sono stati la valutazio-
ne dell’incidenza di riattivazione dei virus erpeti-
ci HSV1, HHV6, CMV ed EBV e la correlazione
tra riattivazione virale e decorso del trapianto
(aGVHD e sopravvivenza) in una popolazione di
pazienti sottoposti a trapianto allogenico di midol-
lo presso le strutture della Fondazione IRCCS Ca’
Granda Ospedale Maggiore Policlinico di Milano.
Il virus VZV, non ¢ stato oggetto di questo studio
in quanto il protocollo relativo alla tempistica di
ricerca del DNA virale non ha seguito le stesse
modalita descritte per gli altri virus erpetici.
L’approvazione da parte del comitato etico non si
¢ resa necessaria per il presente lavoro, in quanto
sono stati utilizzati dati raccolti a seguito di esami
eseguiti di routine

MATERIALI E METODI

Popolazione

Per lo studio di natura prospettica, ¢ stata utilizza-
ta una popolazione costituita da 35 pazienti sotto-
posti a trapianto allogenico di midollo nel periodo
2007-2010. Per 21 pazienti il midollo proveniva da
fratello HLA (Human Leukocyte Antigen) compa-
tibile (SIB), per 14 da donatore non consanguineo
HLA compatibile (MUD) a questi ultimi veniva
somministrato siero antilinfocitario. L’eta media
dei pazienti era di 43 anni (range: 18-65) 19
maschi e 16 femmine, la diagnosi di ammissione
dei pazienti ¢ elencata nella Tabella 1.

A tutti i pazienti veniva somministrato aciclovir
per la profilassi anti HSV a partire da 5 giorni fino
a 6-9 mesi dopo il trapianto, mentre a tutti i
pazienti per i quali era evidenziata una carica vira-
le di CMV >10.000 genomi/ml veniva sommini-
strata una terapia preemptive a base di ganciclovir
o valganciclovir.

Ricerca DNA virale

E stata eseguita su tutti i pazienti una volta alla
settimana per le prime quattro settimane, in segui-
to una volta al mese per 6-9 mesi. [l DNA di CMV
ed EBV ¢ stato estratto a partire da sangue intero
(100 pl) mentre il DNA di HHV6 ed HSV 1 ¢ stato
estratto da plasma (500 pl). L’estrazione del DNA
¢ stata effettuata mediante sistema automatizzato
NucliSENS EasyMAG bioM¢érieux basato sull’u-
tilizzo di silice magnetica la cui funzione ¢ quella
di trattenere gli acidi nucleici: i campioni vengo-
no miscelati con un tampone di lisi contenente un
agente caotropico che lisa le cellule e le particelle
virali liberando il DNA virale che viene catturato
dalla silice magnetica, purificato, rilasciato e con-
centrato in 55 pl di tampone di eluizione. Per
I’amplificazione e la quantificazione del DNA
virale ¢ stato utilizzato il kit REAL-TIME Alert
Q-PCR NANOGEN che prevedeva 1’amplifica-
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zione delle seguenti regioni specifiche per ogni

virus:

- CMV: regione codificante per
Immediate Early Antigen (MIEA)

- HSV1: regione codificante per la Glicoproteina D

- HHVG6: regione ORF 13

- EBV: regione codificante per I’antigene nucleare
(EBNALI).

Per tutte le reazioni di amplificazione, il kit utiliz-

zava un controllo interno (regione codificante per

il gene della beta globina umana) amplificato con-

temporaneamente al target.

I risultati sono stati espressi come genomi/ml.

L’analisi statistica dei dati ¢ stata effettuata

mediante test esatto di Fisher.

il Major

RISULTATI

Su 35 pazienti sottoposti a trapianto allogenico di
midollo la riattivazione virale ¢ stata evidenziata
in 7 pazienti per HSV1 (20%), 6 pazienti per
HHV6 (17.1%), 11 pazienti per CMV (31.4%) ¢ 4
pazienti per EBV (11.4%). La presenza di DNA di
HHV6 ¢ stata evidenziata in un solo campione per
ognuno dei 6 pazienti, mentre per quanto riguarda
HSV1 su 3 pazienti si sono evidenziati piu cam-
pioni positivi, 10 pazienti avevano ripetute positi-
vita per CMV e 3 pazienti avevano ripetute posi-
tivita per EBV. I valori medi di carica virale rile-
vati erano rispettivamente: HSV1: 6885 geno-
mi/ml (min <500 — max 53424), HHV6: 4914
genomi/ml (min 600 — max 20166), CMV: 6770
genomi/ml (min <500 — max 62535), EBV:
197272 genomi/ml (min <500 — max 1987970),
tutti valori abbastanza contenuti se si fa eccezione
per il numero di genomi/ml di EBV il cui valore
medio peraltro risente dell’elevato numero di
genomi/ml rilevati in due campioni provenienti
dallo stesso paziente.

Gli episodi di coinfezione tra i diversi herpes
virus sono stati rilevati su uno scarso numero di
campioni, infatti in 2 campioni su 35 (5.7%) ¢
stata rilevata una coinfezione tra CMV/HSV, Ia
stessa percentuale ¢ stata rilevata per la coinfezio-
ne tra CMV/HHV6 ¢ CMV/EBYV, mentre in 1
campione (2.9%) ¢ stata rilevata una coinfezione
tra HHV6 ed EBV.

Le percentuali di riattivazione virale in dipenden-
za del periodo post trapianto sono evidenziate
nella Tabella 2, mentre 1 dati relativi all’incidenza
della aGVHD ed alla sopravvivenza dei pazienti,
in funzione della riattivazione virale sono indicati
nella Tabella 3. 1l test esatto di Fisher ha eviden-
ziato una differenza significativa (p=0.035) tra
I’incidenza della aGVDH nei pazienti con riatti-
vazione virale rispetto a quelli per i quali non si €
avuta riattivazione, mentre la presenza di DNA
virale non influenza la sopravvivenza (p=0.3). Per
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quanto riguarda il contributo dei diversi tipi virali
all’incidenza della aGVDH ed alla sopravvivenza
dei pazienti, il DNA di HSV1, HHV6, CMV ed
EBV ¢ stato rilevato rispettivamente nel 5.7%,
11.4%, 20% ed 8.6% dei pazienti con aGVDH,
mentre HSV1 ed HHV6 sono stati identificati
nell’8.6%, CMV nel 25.7% ed EBV nel 11.4% dei
pazienti deceduti. Il diverso tipo di donatore di
midollo, SIB o MUD, non incide sui dati di
sopravvivenza, aGVHD e riattivazione virale, in
quanto non sono state rilevate differenze signifi-
cative tra 1 due gruppi di pazienti (dati non
mostrati).

Tabella I.

HERPES VIRUS REACTIVATION

mirata, mentre di contro, la riattivazione del
HHV®6 ¢ in genere correlata con la presenza di un
solo risultato positivo (2).
La riattivazione virale nella popolazione oggetto
di questo studio, mostra dati simili a quanto su
riportato, infatti, 10/11 (90.9%) pazienti positivi
per CMV DNA, hanno avuto piu di un campione
positivo, mentre in tutti i pazienti positivi per
HHV6 il DNA ¢ stato rilevato in un solo campio-
ne. Anche la presenza del DNA di HSV1 ed EBV
¢ stata rilevata in alcuni pazienti su piu campioni.
Le cariche virali erano piuttosto contenute, essen-
do i valori medi inferiori ai 10.000 genomi/ml, se
si fa eccezione per un

Diagnosi di ammissione

paziente che ha avuto su

N. Pazienti 4 . campioni un numero

Linfoma di Hodgkin

2

Leucemia linfoblastica acuta

elevato di genomi/ml di
EBV DNA.

Leucemia linfatica cronica

Leucemia mieloide acuta

Per quanto riguarda la tem-

Leucemia mieloide acuta e linfatica cronica

pistica di riattivazione,
HSV1 ed HHV6 si ritrova-

Leucemia mielomonocitica acuta evoluta in leucemia mieloide acuta

Linfoma non-Hodgkin

no prevalentemente nelle

Linfoma non-Hodgkin a cellule T/ Micosi fungoide

prime settimane dopo il

Mielofibrosi

trapianto durante la fase

Mielofibrosi idiopatica e leucemia linfatica cronica

preengraftment, mentre

Mielofibrosi idiopatica e leucemia mieloide acuta

CMV pur essendo rilevato

Mieloma multiplo

in tutte e tre le fasi del post

N|—[—|w|—=|o|—|—|N|—|~

Tabella 2. Percentuali di riattivazione virale

trapianto, ¢ piu frequente-
mente identificato nel
periodo tardivo, probabil-

Preengraftment Postengraftment _ Periodo tardivo post trapianto  mente a causa della non

HSVI 50% 25% 25% ancora effettiva ricostitu-

HHVé 66.7% 33.3% zione della risposta immu-

CMV 16.1% 18.1% 65.8% nitaria.

EBV 16.7% 83.3% La riattivazione del virus
EBYV ¢ stata identificata in
pochi pazienti, quasi tutti

Tabella 3. Soprawvivenza nel periodo tardivo del post

DNA virale aGVDH Sopravvivenza trapianto. In generale, le

Si No Deceduti Viventi percentuali di riattivazione

Presente 10 (76.9%) 8 (36.4%) I (61.1%) 7 (41.2)% virale sono piuttosto conte-

Assente 3 (23.1%) 14 (63.6%) 7 (38.9%) 10 (58.8%) nute, soprattutto se si fa

Totale 13 22 18 17 riferimento alla riattivazio-

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
Nonostante i molti progressi sia in ambito diagno-
stico che terapeutico nella gestione delle infezioni
da virus erpetici nei soggetti sottoposti a trapianto
di midollo, la morbilita e la mortalita risultano
essere ancora piuttosto elevate, soprattutto se si
considerano le problematiche legate alla riattiva-
zione del CMV che ¢ il virus piu frequentemente
rilevato in questo gruppo di pazienti (5).

E stato osservato come la riattivazione da CMV,
comporti la presenza in circolo del DNA virale
anche per lunghi periodi in assenza di una terapia

ne da HHV6 che ¢ stimata

essere tra il 28% ed il 75%
nei soggetti sottoposti a trapianto di midollo (4),
mentre nella nostra popolazione la riattivazione ¢
stata osservata nel 17.1% dei campioni.
Non sembra esserci sinergia tra i diversi virus
erpetici, in quanto la coinfezione tra i diversi tipi
virali ¢ stata osservata in una scarsa percentuale di
campioni, probabilmente 1’efficacia della terapia
antivirale preventiva e della terapia preemptive
nei confronti del CMV possono spiegare sia il
numero contenuto di campioni positivi che le
basse cariche virali ritrovate (7, 11).
La presenza di DNA virale, correla positivamente
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con la presenza di aGVDH ed in particolare, que-
sta correlazione ¢ dovuta in massima parte alla
presenza del CMYV, infatti il 20% dei pazienti con
presenza di CMV sperimenta una aGVDH di
grado > 1 (3) di contro, la sopravvivenza dei
pazienti non ¢ influenzata dalla positivita al DNA
virale anche se CMV ¢ comunque il virus rilevato
piu frequentemente nei pazienti deceduti.

In conclusione, i dati rilevati confermano I’ impor-
tanza sia della terapia preventiva che del monito-
raggio della carica virale ai fini dell’impostazione
della terapia preemptive per la profilassi della
malattia da CMV inoltre, data I’importanza che la
riattivazione virale ha nell’incidenza della
aGVDH, il monitoraggio del DNA virale fornisce
informazioni fondamentali nella gestione di que-
sta complicanza.
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