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VIRUS CMV

1.1. HISTORIQUE

En 1904, Ribbert, Jesionek et Kiolemenoglou déatiygour la premiére fois la présence de
grandes cellules a inclusions intra-nucléaires gnleehibou dans les reins, les poumons, le faisiai
gue la parotide de foetus et d’enfants morts néssDes années 20, Cole et Kuttner envisagent
l'origine virale de cette affection alors nomméenaladie des inclusions cytomégaliques » en
montrant un rapprochement de ces Iésions aveelietes de Iésions cutanées de la varicelle aimsi g
I'étude histologique de glandes salivaires de costbinde infectés. Son isolement a été réalisdgpar
suite dans les années 50 par 4 groupes indépen@amsndant, I'agent responsable de la maladie ne
sera isolé sur des fibroblastes humains cultivédtio qu’en 1956 par Smith. Weller propose dés
1960 de nommer cet agent « cytomégalovirus » eomaie la morphologie des cellules infectées. Par
la suite, des études sérologiques montreront guiedtion & CMV est largement répandue dans le
monde, et confirmeront son rble étiologique dans #&yndromes mononucléosiques. L'étude

structurale et génomique du virus a permis dedeser dans la famille dekerpesviridae

1.2. CLASSIFICATION

Le Cytomégalovirus humain ou herpes virus humaappartient a la famille ddderpesviridae
dans laquelle on dénombre 8 virus infectant 'homhisesont classés en trois sous familles (alpha-,

béta-, et gamma herpes viridae) selon la strualeréeur génome viral, et les modalités du cycle

réplicatif.

Tvpe Syvnonvine Sous-famlle Gemre
HHV-1 Virus herpes simplex type 1 (VHS-1) Aipha (&) Simplexvins
HHV-2 Wirus herpes simplex type 2 (VHS-2) Adpha (o) Sinplesvins
HHV-3 Wirug vanicelle-zona (W2 Alpha (o) Waricellowis
HHV-4 Epstem-Barr (EEV) Camma (¥) Lymphocryptovirus
HHV-5 Cytomegalovirus humain (HORY) Beta {8) Cytomegaloviris

HHV-6, -7 Wiz de la roséole Beta 18) Eoseolovirus
HHV-5 Wit associé au sarcome de Kapost O (%) Ehadinowrs

Figure 1 : Classification des herpes virus
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Son réservoir est strictement humain, et du fagaléagilité, la transmission se fait par contgobit
avec tous les fluides biologiques. Il se car&ddpar une étroite spécificité d'hbte, un cycfdicatif
long, et une capacité a persister a I'état latans die nombreux tissus tels que les monocytesrdu sa

périphérique, les cellules souches hématopoiétideids moelle osseuse, ou les tissus glandulaires.

1.3. STRUCTURE VIRALE

Virion de 150 a 200nm de diametre, sa structure@smune a I'ensemble des virus de la famille

des herpes viridae.

Viral capsid
Glycoprotein

Tegument

ds DA

Mernbrar

Figure 2 : Structure du CMYL1)

Le CMV est un virus & ADN double brin de trés loaedaille (environ 248kpb). Cette double hélice
est protégée par une capside isocaédrique de 168rorametre constituée de 162 capsomeres, elle-
méme séparée de I'enveloppe glycoprotéique pamatece phosphoprotéique appelée tégument.

1.3.1. LANUCLEOCAPSIDE

La nucléocapside est composée de 7 protéines :

» La protéine majeure de la capside MCP (Major Capsid Protein) est codée par le gene
UL86. Elle est le constituant principal des pentaseet hexaméres de la structure
icosaédrique de la capside.

» La protéine mineure de capsidemCP (minor Capsid Protein) est codée par le gene UL85

Localisée sur la face interne de la capside, €lept I'ancrage de 'ADN a la capside.
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» La protéine mineure de fixation de la capside ocotgine mC-BP (minor Capsid-Binding
Protein) est codée par le géne UL46. Majoritairgnm@ésente sous forme de triplex, elle
assure le maintien des pentameres et des hexaemresux.

» La petite protéine de capsid§CP (Smallest Capsid Protein), aussi nommée protéine
UL48/49, participerait a la cohésion de la capsidé¢apissant les extrémités des hexameres.

» Trois protéines dérivent du peptide de 708 acidemés codés par le gene UL80, parmi
lesquelles laprotéine AP (Assembly Protein), qui joue un réle important sldiétape

d’encapsidation de I’ADN viral.

1.3.2. LES PROTEINES DU TEGUMENT

La majorité des protéines du tégument sostpiletéines phosphorylées. Deux semblent jouer un
réle important dans la régulation des génes vietudans la réplication virale : pp65 ou ppUL83 et
ppl50 ou ppUL32. La protéine pp65 représente envBb6% des protéines du tégument. Elle
comporte des signaux de transfert nucléaire exgtfigga localisation dans les noyaux des cellules
infectées quelques minutes seulement aprées l'iofecBien d’autres protéines existent mais leur

fonction reste pour la plupart indéterminée.

1.3.3. L’ENVELOPPE VIRALE

L’enveloppe virale est une bicouche lipidique djime cellulaire. Elle posséde a sa surface une
multitude de glycoprotéines virales dont les miearnues sont gB, gH, gL, gO, gM, gN. Elles jouent
un réle essentiel dans la transmission du virusalkile a cellule, la pénétration du virus dans la
cellule hote et dans la formation du syncitia. Ilgcgprotéine gB est trés immunogene et constitue
une cible majeure pour les anticorps neutralisaldisnveloppe confere au virion une sensibilité

particuliére aux solvants des lipides, au pH baslatchaleur.

1.3.4. LE GENOME VIRAL

Le génome est une molécule d’ADN linéaireatdoaire de 229 354 pb soit prés de 159DH)
enroulée autour d’un noyau de protéines ou corest@é genome le plus long parmi celui de tous les

herpes viridae.
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Figure 3 : Génome du CMV

Il est constitué de deux régions uniques et noetéds : une région longue (UL : Unique Long)
correspondant a 82% du génome et une région cl®e Unique Short). Chacune de ses régions est
flanquée de séquences répétitives (TR : TerminpeRg appelées TRL a I'extrémité de la séquence
UL, TRS a I'extrémité de la séquence US, et nomniRbset IRS a l'intersection des deux segments.
Cette structure est elle-méme flanquée de sign&mphquetage ou séquences « pac » (de part et
d’autre du génome et entre IRL et IRS). Ces séaqsesant impliquées dans I'encapsidation de 'ADN
viral. L’étude du génome des herpes virus a prdexéstence de sept groupes de génes notés | a VI
dans le segment unique long. Les 229 354 pairebades du génome de la souche de référence
AD169 ont été complétement séquencées et codeat qi#u208 genes répartis sur la totalité du
génome. Les génes sont nommeés selon leur locatisati sein des régions UL et US (UL1, UL2 ...).
Exprimés en cascade au cours du cycle viral, ité slassés en trois groupes correspondant aux trois
phases de la transcription et de la traduction.
v' Les genes trés précoces ou IE (Immediate Early)génes alpha codent les protéines
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire.
v' Les génes précoces ou E (Early) ou génes béta tcéeferprotéines intervenant dans la
réplication virale.
v' Les genes tardifs ou L (Late) ou genes gamma cogent les protéines de capside, les

protéines de I'enveloppe et les protéines du tégtime
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INFECTION A CMV

2.1. EPIDEMIOLOGIE

L’infection & CMV est endémique sans recrudesceaésonniere. Elle est acquise dans la petite
enfance, en particulier dans les collectivités.s@Get souvent les nourrissons infectés qui contamine
les femmes enceintes qui n’ont jamais rencontkdries, les exposant ainsi a une primo-infectioraet
une atteinte fcetale (2). Elle est ubiquitaire neis favorisée par des conditions socio-économiques
précaires : le pourcentage d'adultes ayant desoapsi vis-a-vis du CMV est inférieur a 50% en
France, ou dans les classes moyennes aux Etatsdlnis qu'il atteint 90 a 100% dans certains pays
en voie de développement d’Afrique et d’Asie. Ségervoir est strictement humain. La transmission
sexuelle de l'infection est objectivée par un déme pic de séroconversion chez I'adolescent et
I'adulte jeune. La séropositivité est alors en mppvec le nombre de partenaires sexuels et tage
premier rapport. Principal agent opportuniste yidD% des patients infectés par le VIH sont
également infectés par le CMV. La transmissionlgsitissus greffés est fréquente, puisque la moitié
des donneurs sont séropositifs et hébergent Is.Vira présence du virus dans les leucocytes du sang
périphérique était a I'origine de transmission [e&r produits sanguins labiles, avant I'utilisatidun
sang déleucocyte.

Du fait de sa fragilité dans le milieu extérieudetsa grande spécificité d’hote, la transmissgin e
essentiellement interhumaine. Le CMV est sensitepdd acides, détruit par les solvants et ne @sist
pas a la chaleur. Il perd rapidement son pouvdécireux a la surface d'objets ou de supportsesert
La transmission se fait donc par contact étroiirdime avec les larmes, la salive, les urinesaie |
maternel, le sperme ou les sécrétions génitaleexd®nnes répliquant activement le virus.

Dans les pays développés, le CMV représente laipreroause d'infection congénitale virale. En
France, l'incidence de la primo-infection au codesla grossesse est estimée entre 0.3 et 1.49%)(3) (
(5) alors qu’elle est de 4% pour les infectionsoselaires (6). La prévalence de l'infection congdait
a CMV est guant a elle estimée a 1%. La transmisgiaterno-foetale in utero est hématogene
transplacentaire ; elle a lieu au cours d’'une vieématernelle. Elle peut aussi étre périnatale avec

exposition au virus lors du passage des voiesalésibu post natale en cas d’allaitement maternel.

2.2. MULTIPLICATION DU VIRUS

Son cycle réplicatif n'est complet que dans leduted d'origine humaine. Les fibroblastes
humains sont les cellules de choix car ils permetie vitro une production de virions en grande
guantité. La réplication virale se traduit par dfetecytopathique (ECP) caractéristique constiteé d

cellules augmentées de volume et réfringentes.
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Figure 4 : Cycle de réplication du CM\)

Le contact initial du virion avec la cellule faittérvenir ’héparane-sulfate, a la surface celtelai
L’attachement du virion & ses récepteurs (encorecoranus) est rapidement suivi de la fusion de
I'enveloppe avec la membrane cellulaire. Le progesbentrée requiert les glycoprotéines gB, gH-gL
et probablement gO et gM-gN. Les protéines du té&gumui sont impliqguées dans la régulation du
cycle cellulaire sont libérées dans le cytopladmenucléocapside est immédiatement transportée vers
le noyau et 'ADN viral est libéré au niveau desgsonucléaires. La transcription et la traducties d
genes viraux se déroulent en trois phases coordsrerécascade : trés précoce ou IE, précoce ou E et
tardive ou L.

La phosphoprotéine du tégument ppUL82 apportédeparion stimule la transcription des genes
IE. Les génes tres précoces IE1 et IE2 sont abom@atranscrits a partir d'un promoteur-activateur
puissant. Les protéines tres précoces majeuresirapliuées dans I'activation et la répression des
génes viraux et cellulaires et régulent la trapsiom de leur propre promoteur. Leur expression
permet le détournement du métabolisme cellulairerafit de la réplication virale, I'inhibition deal
réplication de I’ADN cellulaire et le déclenchemeletla phase précoce.

La phase précoce correspond a la synthése dermstaécessaires a la réplication du génome,
notamment I’ADN polymérase UL54, et sa protéineeasoire UL44, une hélicase et une DNAase. La
synthése de I'ADN viral s'effectue selon le modéiecercle roulant. L’ADN viral est synthétisé sous
forme de concatémeéres, longues molécules d’ADNtitaéss d’une succession d’unités de génome,
sépareées par des séquences « pac ».

Pendant la phase tardive, qui suit le début dedlcation de I’ADN viral, sont synthétisées les
protéines structurales du virion. Les concatémeémag clivés au niveau des séquences « pac » et

empaguetés dans les capsides. L’ensemble de aespusc nommé encapsidation a lieu dans le noyau.
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Figure 5 : Réplication et encapsidation de I’ADNaVi(7)

En quittant le noyau, la nucléocapside s’envelogges la membrane interne du noyau. Cette
enveloppe provisoire est ensuite perdue dans plagme. Pendant la phase tardive, sont également
produites des phosphoprotéines dont pp65, pp1528ét UL71. La protéine pp65 peut se complexer
pour former des agrégats protéiques qui formerargdubstance amorphe autour de la capside qui
constituera le tégument. L'enveloppe définitivdestprotéines virales de I'enveloppe sont acquases
niveau de I'ergastoplasme et/ou appareil de Gdida garticule enveloppée sort de la cellule par

fusion des membranes des vésicules intra-cellglavec la membrane de la cellule.

2.3. PHYSIOPATHOLOGIE

’ Primo-infection ‘ ~

Virémie Infection

—

~ / organes cibles
/

/ / Latence

Réactivation:
-immunocompétent /

-immunodéprimé

Figure 6 : Physiopathologie de I'infection a CMVggdrés Alain, 2008)
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2.3.1. TROPISME CELLULAIRE

L’acquisition du virus par voie respiratoire, sebelesanguine ou materno-faetale est suivie
d’'une phase de dissémination sanguine transitairgpgrmet au virus d’atteindre ses organes cibles.
Cette capacité a disséminer dans tout I'organisshéiée a la multiplicité des types cellulaires deie
virus peut infecter (cellules endothéliales, épitthés et fibroblastiques). Une fois ces cellulédes
atteintes, la diffusion du virus se fait de celldleellule. Les épithéliums forment I'interface rent
I'organisme et son environnement, et intervienrgans la pénétration et I'excrétion du virus. Les
fibroblastes sont une cible essentielle de lirifattpermettant sa propagation dans de nombreux
organes comme le placenta, le poumon ou lintedfime réplication virale intense dans le tissu
conjonctif peut affecter 'intégrité structuralesdiessus. L'infection des cellules stromales denteelle

osseuse est associée a une inhibition de I'hémigsgpo

2.3.2. DISSEMINATION SANGUINE

Les cellules endothéliales infectées, capablesplkguer abondamment le virus, constituent
l'interface entre les différents organes et laudation sanguine. Elles libérent des particuleales ou
des cellules infectées dans la circulation et gigeint ainsi a l'infection d’autres tissus. De plees
recrutent les polynucléaires circulants par la &ém de chimiokines (en particulier IL8 et
GROalpha). Ces polynucléaires acquierent par codisect de cellule a cellule des virions matures e
la protéine pUL83 (pp65) qui se localise au noyaufalt de son ciblage nucléaire. Ils ne sont pas
permissifs pour la réplication virale mais partaip a la dissémination de l'infection. Les cellules
endothéliales infectées transmettent le virus awnauytes circulants, eux-mémes capables de
transmettre le virus a des cellules non infectées. monocytes deviennent capables de répliquer le
virus lorsqu’ils se différencient en macrophagas, mpuvent disséminer le virus dans les tissus. Les
cellules endothéliales infectées peuvent induitesehémes l'infection d’un organe lorsqu’elles se

détachent, circulent et sont séquestrées du faduileaille dans les capillaires.

2.3.3. LATENCE ET REACTIVATION

Aprés la primo-infection, le CMV persiste a I'étatent dans I'organisme. Les sites de latence
sont multiples, notamment les cellules endothdjaépithéliales, les progéniteurs médullaires, les
monocytes circulants ou les cellules du muscleelisActuellement, la capacité d’héberger
naturellement le virus a I'état latent n’a été dém&e que pour les monocytes du sang périphérigue e
les progéniteurs CD34+ de la moelle osseuse. Lemgéry est présent sous forme épisomale. Les

meécanismes moléculaires de maintien de latencepgantonnus. Des transcrits sens et anti-sens des
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régions tres précoces majeures ont été décritslesipsogéniteurs de la moelle osseuse au codes de
phase de latence, alors qu'ils sont absents diegesetjui répliquent le virus.

Le virus se réactive périodiguement a la faveund’baisse de I'immunité de I'h6te d’ou I'existence
d’'une excrétion virale intermittente au niveaupgharynx, des urines, ou du sperme constituant une

source potentielle de transmission.

2.3.4. REPONSE IMMUNITAIRE

endotneial Virus
cells neutralization

Activated
NK cells

O
\© | )
Cytolysir' - @L ' Lntem infection
O -

Activated monocyes Dendritic cells
NK colls
Restricted virel gene \
@ expression @
Activated
T cells

Figure 7 : Réponse immune anti-CNI\

2.3.4.1. ROLE DE L'IMMUNITE INNEE

L’activation du systéeme immunitaire inné induit usécrétion de cytokines inflammatoires et
engendre l'activation des cellules dendritiquess deacrophages ainsi que des cellules NK. Les
cellules NK lysent directement les cellules infestétandis que les macrophages et cellules

dendritiques activent une réponse immunitaire adxgt
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2.3.4.2. ROLE DE L’IMMUNITE ADAPTATIVE
Une réponse humorale précoce de type IgM est dblectlans le sérum 4 & 7 semaines aprés la
primo-infection. Cette réponse est dirigée contrenombre limité de protéines virales, les plus
immunogenes étant les protéines du tégument ppdy3E50), ppUL83 (pp65), ppULII9 (pp28). Des
IgM spécifiques sont détectées dans un cas sur @ewours de l'infection secondaire. La protéine
UL44, protéine accessoire de 'ADN polymérase, eh la cible principale. Les lymphocytes B

sécretent des anticorps neutralisants avec polgr milmcipale la glycoprotéine d’enveloppe gB.

La réponse dépendant des lymphocytes T reste lanmisige prédominant du contrdle de l'infection a
CMV, comme en témoigne la sévérité de la maladi&vl/ chez les patients qui ont un déficit de
immunité cellulaire. Les CD4 reconnaissent dane ktontexte du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe Il les antigénviraux a la surface des cellules présentatrices
d’antigénes (glycoprotéines d’enveloppe gB et gk protéines trés précoces IE1, IE2 et ULG9, et de
la protéine du tégument pUL83). Les lymphocytes D4€ activés produisent des cytokines qui
activent la réponse cytotoxique CD8+ ou induisemt réponse anticorps via l'activation des
lymphocytes B. Par ailleurs, ils possédent uneviéétcytotoxique vis a vis des cellules qui expnie

les épitopes viraux dans le CMH de classe II.

L'immunité cellulaire et humorale ne protegent pas réinfections ou des réactivations mais
en diminuent les conséquences cliniques. Le CMmsvparfaitement adapté a son héte, a développé
des stratégies complexes d’échappement au systémenitaire par dissimulation, action antagoniste
et détournement du systéme immunitaire au profitlaedissémination virale. Les principaux
mécanismes sont :

v' La perturbation de la maturation des cellules dégdes marquée par une baisse
d'expression des molécules de co-stimulation CDB@& et des complexes CMH |
aboutissant a une anergie des lymphocytes T CMVifigpdes

v' L’expression d’'une protéine virale a action immummsessive

v L’inhibition de 'activité cytotoxique des cellulé$K par une protéine codée par UL-18.
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MANIFESTATIONS CLINIQUES

3.1. CHEZ LE SUJET IMMUNOCOMPETENT

L’infection est asymptomatique dans 90% des cas. rhanifestations cliniques et biologiques
apparaissent aprés une incubation prolongée (3@)jat traduisent le plus souvent une primo-
infection La forme la plus typique chez I'adulte se trad@isentiellement par une fiévre prolongée
accompagnée d'un syndrome mononucléosique. Ceperdiars de rares cas, la primo-infection a
CMV peut donner des tableaux graves tels que desmpopathies interstitielles, des hépatites aigues,
des anémies hémolytiques, des atteintes cardiafugscardite, péricardite), digestives (colite,
gastrite hypertrophique), ou neurologiques (endé@phanéningite aseptique, polyradiculonévrite de
Guillain Barré) (8). Une fois infecté, le sujetteeporteur du virus a I'état latent. Des réactivasi de

méme que des ré-infections peuvent survenir matemeasymptomatiques.

L'infection maternelle primaire est en général agiomatique ou bien se manifeste par des signes
peu spécifiques. Dans leur étude rétrospectiveelReet al ont décrit les signes présentés par des
femmes enceintes développant une primo-infecti@M¥/ : fievre (53%), asthénie (50%), céphalées
(30%), signes fonctionnels respiratoires (30%), aisal (25%) (9). L'infection maternelle du'1
trimestre entraine plus de séquelles (36%) que ahil deuxiéme (25%) et surtout celle dii*3
trimestre (8%). Les signes d’infection in utérotsmajoritairement mis en évidence par I'échographie
Les signes les plus évocateurs sont: un retarctrdissance global, des anomalies cérébrales
(microcéphalie, dilatation ventriculaire...), une h#&psplénomégalie, un hydramnios, une
hyperéchogénicité du gréle (10) (11).

Les nouveaux nés infectés peuvent étre symptoneti(ft0% des cas) ou non. Parmi les nouveau-nés
asymptomatiques, on considere qu'environ 5 a 10eft® eux développeront ultérieurement des

séquelles neurosensorielles de gravité variable.

Un nouveau-né symptomatique est défini par I'eristede signes cliniques et/ou biologiques et/ou

radiologiques. Les signes cliniques les plus fratgisont : pétéchies (76%), ictére (67%), hépato-

splénomégalie (60%), et microcéphalie (53%) (12).
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Figure 8 : Conséquences de I'infection maternodlsed CMV(13)

3.2. CHEZ L’IMMUNODEPRIME : CAS DU TRANSPLANTE RENAL

3.2.1. EPIDEMIOLOGIE

En transplantation d’organe, I'infection a CMV este pathologie opportuniste fréquente et
grave, responsable d’'une morbi-mortalité importah&erisque d’infection varie en fonction du type
d'organe greffé. L'incidence de I'infection & CMVWez les greffés rénaux est estimée entre 8 et 32%.
(14) ; elle s’éleve a pres de 70% a 3 mois podfegen absence de prophylaxie dans les groupes a
risque (D+/R- ou D+/R+) (15).

Organ Frequency of CMV Organ predisposed

transplanted disease (%)* 10 infection
Kidney 8-32
Liver 22-29 Liver
Heart 0-35
Kidney-pancreas 50 Pancreas
Small bowel 22 Intestine
Heart-lung 39-41 Lung

Tableau 1 : Incidence de l'infection & CMV en fametde I'organe greffél4)
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En I'absence de prophylaxie, l'infection se martdele plus souvent entre | &t le £™ mois post
greffe, au moment ou I'immunosuppression est Ia plyortante. Cependant, grace a Il'utilisation du

traitement prophylactique, I'infection apparait désais plus tardivement dans la premiére année.

BN

C’est pourquoi, chez les patients a risque (D+/B-PRt), il est recommandé de réaliser une
surveillance mensuelle du CMV durant f§ année post-greffe.

Summary of recommendations for CMV screening,
monitoring and reporting

® Screening

- Donor and recipient should be screened by CMV
serology prior to transplant.

®  Monitoring

- Immunosuppression trials should include a labora-
tory monitoring strategy for CMV for all risk groups
except D-/R- patients.

- Monitoring once a month (using a quantitative viral
load assay) for the first year post-transplant is rec-
ommended. However, the duration and frequency
may vary depending on the type of trial and the type
of CMV prevention strategy.

® Reporting

- Standard definitions for CMV infection and disease

should be agreed upon prior to initiation of the study

Tableau 2 : Recommandations pour le dépistage stifeeillance de l'infection & CMV(16)

3.2.2. FACTEURS DE RISQUE

Les facteurs de risque d’infection a CMV sont :

v le statut sérologique (D+/R-) qui représente léciaicde risque le plus important (17)
I'utilisation de sérum anti-lymphocytaire ou d’atips monoclonaux anti-CD3 (18)
I'age élevé du receveur (19)
le rejet aigu ou chronique du greffon via la praducde TNF (20) (21)

NSRRI

les situations de stress infectieux par le biaisaderoduction de catécholamines et de &NF
(22).

3.2.3. PRESENTATION CLINIQUE

Les conséquences de linfection & CMV peuvent éivisées en deux catégories : les effets

directs du virus et les effets indirects (23).
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Figure 9 : Effets directs et indirects de I'infeatia CMV(23)

3.2.3.1.

EFFETS DIRECTS DE L’INFECTION A CMV

L'infection & CMV peut-étre symptomatique, allanti gdyndrome CMV, tableau viral

aspécifique associant fievre, altération de I'g@@néral, leucopénie, thrombopénie, perturbation du

bilan hépatique, a la maladie a CMV touchant umplogieurs organes (poumon, tube digestif, foie...).

La biopsie tissulaire doit retrouver le virus pqorter le diagnostic d’infection d’organe a CMV.

L'infection peut également étre asymptomatique wueigent détectable par les techniques

virologiques (PCR, antigénémie, culture).
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Disease type

Probable

Definite

CMV syndrome

Pneumonia’

Gastrointestinal disease

Hepatitis

CNS disease

Retinitis

Other tissue invasive disease
(nephritis, cystitis, myocarditis,
pancreatitis, etc.)

One or more of the following:

. Fever »38°C for at least 2 days

New or increased malaise

. Leukopenia

. =5% atypical lymphocytes

Thrombocytopenia

. Elevation of hepatic transaminases (ALT or

AST) to 2 x upper limit of normal (applicable to

nonliver transplant recipients)

plus evidence of CMV in blood by viral culture,
antigenemia or a DNA/RNA-based assay

Signs and/or symptoms of pulmonary disease in
the absence of other documented cause

plus

evidence of CMV in blood

DA -

andfor®

bronchoalveolar lavage (BAL) fluid by viral
culture, antigenemia or a DNA/RNA-based
assay

Symptoms of upper or lower gastrointestinal
disease

plus

macroscopic mucosal lesions on endoscopy

plus

evidence of CMV in blood or biopsy tissue by
viral culture, antigenemia or an
RNA/DNA-based assay

Elevation of bilirubin and/or hepatic enzymes in
the absence of other documented cause of
hepatitis?

plus

evidence of CMV in blood by anti-genemiz or a
DNR/RNA-based assay

CNS symptoms in the absence of other
documented cause

plus

evidence for CMV in CSF samples by viral
culture or DNA-based assay

Not applicable

Evidence of organ dysfunction in the absence
of other documented cause?

plus

evidence of CMV in blood by viral culture,
antigenemia or DNA/RNA-based assay

Clinical and lsboratory findings as in “probable’
case and no other cause of symptoms/signs
identified

Signs andfor symptoms of pulmonary disease

plus

detection of CMV in lung tissue by culture,
immunohistochemical analysis or in sty
hybridization®

with or without

evidence of CMV in blood or BAL fluid by wviral
culture, antigenemia (BAL) or &
DNA/RNA-based assay

Symptoms or signs of upper or lower
gastrointestinal disease

plus

detection of CMV in gastrointestinal tissue by
culture, immunohistochemical analysis or in
situ hybridization®

Elevation of bilirubin and/or hepatic enzymes

plus

detection of CMV in liver tissue by culture,
immunohistochemical analysis or in situ
hvbridizat»on‘

CNS symptoms

plus

detection of CMV in CNS tissue by culture,
immuno-histochemical analysis or in situ
hybridization®

Lesions typical of CMV retinitis must be
confirmed by an ophthalmologist

Symptoms/signs of organ dysfunction

plus

detection of CMV in affected tissue by culture,
immunohistochemical analysis or in sity
hybridization®

' Superinfection or coinfection with other pathogens may occur and should be noted when present.

2|f sffected organ is the allograft, acute rejection must be excluded as & cause for the clinical symptoms.

IThe detection of CMV in both BAL and peripheral blood strengthens the evidence for probable CMV pneumonitis.

4Although, immunohistochemistry and in situ hybridization techniques are more sensitive for the detection of CMV-infected cells than
morphologic examination, the presence of typical cytomegalovirus inclusions should be considered evidence of definite disease.

Tableau 3 : Définitions internationales pour la mdie a CMV en transplantation d’orga&t)

3.2.3.2.

EFFETS INDIRECTS DE L’INFECTION A CMV

Outre ces effets directs sur les organes cibleSM¥ est responsable d’'une morbidité élevée

de par ses effets indirects. Ceux-ci survienneast que soit le niveau de réplication virale et h&su

d’une action immunomodulatrice du virus sur le égg immunitaire.

SURVIE DU GREFFON :

Le rble délétére de I'infection a CMV sur la surdie greffon est bien établi. En 1999, Legendrd et a

ont montré qu’une prophylaxie anti-CMV chez desquis greffés rénaux, D+/R-, diminuait le taux
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de rejet aigu de 50% comparativement a ceux retavamplacebo (24). Plus récemment, dans une
étude prospective de prés de 500 patients gredfésux, D+/R-, ne recevant pas de prophylaxie anti-
CMV, linfection asymptomatique a CMV durant lespBmiers mois post greffe était responsable
d’'une diminution de la survie du greffon aprés uivisde plus de 6 ans. De méme, la maladie a CMV
durant les 3 premiers mois de la transplantatitait @ssociée a une diminution de la survie dufgnef
(25).

Le CMV peut également induire une vasculopathidatjeeffe marquée par un épaississement intimal
(26), et favoriser le développement de lésionsilsede interstitielle atrophie tubulaire (FIAT) (27
Des lésions glomérulaires (inclusions cytoplasnmsoégithéliales, rétrécissement ou oblitérationade |

lumiére des capillaires, hypertrophie endothélialg)également été rapportées (28).

COMPLICATIONS INFECTIEUSES :

Le CMV entraine un état dimmunodépression respolesad’'un risque accru d'infections
opportunistes. Peu d'études chez le greffé rénalétin réalisées comparativement aux transplantés
hépatiques. La combinaison de différentes étudegoréées par Hudson en 2005 a montré que le
risque d’infections virales (HSV, VZV), bactériersnet parasitaires était significativement diminué
par l'utilisation d’'une prophylaxie anti-CMV chen@ population de patients transplantés d'organes
(29).

COMPLICATIONS METABOLIQUES :

Dans une étude menée chez 124 patients transpténgasx, la réactivation asymptomatique du CMV
était corrélée a un risque accru de développement diabete dans les 3 mois post-greffe, aprés
ajustement pour I'ensemble des facteurs confond@0fs Dans cette méme étude, il a été démontré
gue la sécrétion d'insuline apres une épreuve dB@GRait significativement plus faible dans le
groupe de patients infectés par le CMV. Le virusrpat infecter directement les cellules insulaires
pancréatiques. Il pourrait également entraineraune-réactivité lymphocytaire T vis-a-vis des il8ts

pancréatiques, en particulier I'antigene GADG65.

RISQUE CARCINOGENE :

Des études récentes ont mis en évidence au setertines tumeurs malignes, notamment les

tumeurs coliques et les gliomes, certaines praséateséquences d’acides nucléiques du CMV lui

conférant ainsi un réle dans la pathogénése desegsos néoplasiques (31) (32). Cependant, ces
données sont contre-balancées par d’autres étddesas d'infection a CMV, différentes analyses ont

montré I'’émergence d’'un répertoire lymphocytairgdT(33). Dans une étude rétrospective menée par

Couzi et al, il existe une association significatigntre un nombre élevé de ce méme répertoire
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lymphocytaire et un faible taux d'incidence de @scdans une population de patients transplantés
rénaux ayant déja rencontré le virus en pré ougreste (34), conférant ainsi un réle plutét proses

de l'infection virale vis-a-vis du risque de cance
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DIAGNOSTIC

Le diagnostic virologique a considérablement évaolueant la derniére décennie. On peut recourir
a des méthodes de diagnostic direct recherchavitug par culture, ou ses constituants antigéniques
ou génomiques. Il est également possible de relsberes stigmates sérologiques de la primo-
infection par la détection des anticorps anti-CMAf fechnique immunoenzymatique (ELISA) ou par
mesure de l'avidité des IgG anti-CMV.

4.1. DIAGNOSTIC DIRECT

4.1.1. DETECTION DE L’ADN GENOMIQUE

Elle est réalisée par des techniques de biologikculaire aprés amplification par PCR.
Facile et rapide a mettre en ceuvre, les résul@atggnt étre obtenus 3 heures aprés extractiore Cett
technique, applicable a tous les types de prélentsnprésente I'avantage d’étre réalisable de manié
différée sur des prélévements congelés et d’étaatisable. En 2007, Deback et al (35) ont montré
gue la PCR CMV se positivait en moyenne 14 joutss @bt que l'antigénémie pp65 et qu’elle
demeurait positive plus longtemps. La détection'&®N viral par PCR est actuellement la
technique de référence pour le diagnostic d’indech CMV.

4.1.2. DETECTION DES ANTIGENES VIRAUX

Cette technique permet de détecter et de quanié@fieirémie & CMV. La présence du virus
dans les leucocytes est révélée par immunofluonesca l'aide d’anticorps monoclonaux dirigés
contre la protéine du tégument pp65. Les cellulesitipes présentent une fluorescence nucléaire
caractéristique. Les résultats sont exprimés enbreme cellules positives pour 2 *°l@ucocytes

examinés.

Figure 10 : Antigénémie pp65 positive : fluoreseejaune + (d'apres Mammette, 2002)
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Cette méthode a l'avantage d’'étre quantitativeendpnt, les résultats peuvent étre pris en
défaut chez les patients neutropéniques, et despalecture « subjective », cette technique est

désormais beaucoup moins performante que la POR (36

4.1.3. CULTURE POUR ISOLEMENT VIRAL

La culture virale consiste a inoculer les prélevetmesur des fibroblastes embryonnaires
humains. Pour révéler la présence du virus, iltexisux méthodes : d'une part, la culture classi&jue
d’autre part la culture rapide. Avec la techniglassique, il faut attendre 1 a 3 semaines avaubile
I'effet cytopathique caractéristique de la présedueCMV. De par sa lenteur et son manque de
sensibilité, cette technique n’est pas assez peédiote pour le diagnostic d'infection a CMV. Avec la
culture rapide, les prélévements sont inoculédearpuits de cellules fibroblastiques. La cultwiste e
arrétée précocement aprés 24 a 48h d'incubatienptatéines trés précoces du virus sont révélées pa
réaction immunoenzymatique ou en immunohistochir@iette technique de culture rapide permet

d’obtenir des résultats plus rapides et plus s@ssifue la culture classique.

4.1.4. EXAMEN CYTOLOGIQUE

Les cellules infectées se caractérisent par leandg taille et la présence d’inclusion intra-

nucléaire et intra-cytoplasmique réalisant I'asgacteil de hibou.

4.2. DIAGNOSTIC INDIRECT

La recherche du statut immunitaire vis-a-vis du CeBt recommandé chez 'immunocompétent,
la femme enceinte, chez le donneur et le recevans tb cadre d'une transplantation d’organe solide
ou de moelle. Le diagnostic de séroconversion estépsur I'apparition des anticorps sériques
spécifiqgues du CMV entre deux sérums consécutéiepés a 7 voire 15 jours d'intervalle. L'indice
d’'avidité des 1gG permet de distinguer les IgG délé avidité synthétisées lors d'une primo-
infection, des IgG de forte avidité synthétisées ldes infections secondaires. Les IgM sont quant &

eux aussi bien présents lors d’'une primo-infectjoe lors d’une infection secondaire.

Chez les patients immunodéprimés, le diagnostimdidie a CMV repose sur la mise en évidence
directe du virus ou de ses structures dans I'org#teét associé a la recherche directe du viras t&a

sang témoignant d’une dissémination sanguine.
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TRAITEMENT

5.1. MOLECULES ANTI-VIRALES

En raison de leur mode d'action sur 'ADN polymérasrale, ces molécules sont uniqguement
virostatiques puisqu’elles ne sont actives que lsarvirus en cours de multiplication. Elles ne
permettent pas d’éliminer le virus mais limiterg nséquences de l'infection et peuvent prévanir |

survenue des réactivations.
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Figure 11 : Mécanismes d’action des inhibiteurd’d®N polymérase viral¢37)

5.1.1. ANALOGUES NUCLEOSIDIQUES

5.1.1.1. GANCICLOVIR (GCV) ET VALGANCICLOVIR (VGCV)
Commercialisé en France depuis 1988, le Ganciclowir9-(1,3 dihydroxy-2-propoxyméthyl)-
guanine est un analogue acyclique de la désoxyguanqui présente une activité inhibitrice sur tous
les herpés virus et plus particulierement le CM¥.drimo-phosphorylation du GCV est réalisée par
une sérine/thréonine kinase d’origine virale, laogghoprotéine UL97. Ce GCV monophosphate

(GCV-P) est alors pris en charge par des kinadedaiees, la guanylate kinase et la phosphoglyteera
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kinase pour étre di- puis tri-phosphorylé en samtortriphosphate active (GCV-PPP). L'effet
virostatique du GCV-PPP résulte de l'inhibition HADN polymérase virale a deux niveaux :
inhibition de I'activité polymérase par compétitiamvec les nucléosides, substrats naturels de
I'enzyme, et inhibition de I'élongation de la malée d’ADN en cours de synthése par blocage du site
catalytique. La demi-vie du GCV est de 12h. Sa ibjmehibilité orale est faible de I'ordre de 10%
justifiant son utilisation préférentielle par vaigtraveineuse. Eliminé a 90% dans les urines sous
forme inchangée, une adaptation de doses est a@eedsez le sujet insuffisant rénal.

Sa prodrogue, le Valganciclovir (VGCV) a une bigdisibilité orale de 60%. Le GCV et le
VGCV présentent principalement une toxicité hénwgigjue : une neutropénie et/ou une
thrombopénie surviennent dans plus de 20% des as.troubles digestifs a type de diarrhée,
vomissements, douleur abdominale sont fréquemnappirtés de méme que des effets sur le systeme

nerveux central (céphalées, tremblements, vertiges)

5.1.1.2. ACICLOVIR (ACV) ET VALACICLOVIR (VAL-ACV)

Tout comme le GCV, l'aciclovir ou 9-(3-hydroxy-2gpoxymeéthyl)-guanine est un analogue
acyclique de la désoxyguanosine. Il n’est actif sogs sa forme triphosphate. Il nécessite doneced’ét
monophosphorylé par la kinase virale UL97, puistrd'&i- puis tri-phosphorylé par des kinases
cellulaires. Inhibiteur compétitif, spécifique atversible de 'ADN polymérase virale, I'ACV blogu
définitivement le site catalytique des polyméraaagquelles il se fixe, empéchant I'élongation de
I’ADN viral. Alors qu'il est trés efficace pour lgaitement des infections a HSV ou VZV, 'ACV a
une efficacité moindre vis-a-vis du CMV. L’ACV et prodrogue le Valaciclovir sont administrés par
voie orale avec une biodisponibilité respectivenimfi5% et 54%. Leur demi-vie plasmatique est de
2 a 3 heures. L'élimination est rénale sous formehangée, ce qui nécessite une adaptation
posologiqgue en fonction de la clairance de la origet. Généralement bien toléré, I'administration
d’ACV peut entrainer des effets secondaires difgesti(nausées, vomissements, diarrhée) et

neurologiques (céphalées, hallucinations, confsion

5.1.2. AUTRES DROGUES

Les analogues non nucléosidiques sont peu utdéisésison de leur mauvaise tolérance. lls sont

administrés en cas de non efficacité des analagusgosidiques.

31



5.1.2.1. FOSCARNET (PFA)

Le Foscarnet ou phosphonoformate est un analoguysrd@hosphate inorganique. Il inhibe de
maniére compétitive, sélective et irréversible IMPolymérase virale. Il n’est administré que sous
forme intra-veineuse du fait de sa biodisponibttitéle tres faible. Sa demi-vie plasmatique estteou
et varie entre 2.4 et 6 heures. L'élimination rénsd fait sous forme inchangée. L'effet secondaire
limitant son utilisation est en premier lieu l'ifisance rénale. En effet, le Foscarnet est resimas
d'une insuffisance rénale aigue par une nécroselditb aigue dans 25% des cas et ce, par
néphrotoxicité directe sur les cellules tubulaipgeximales (38). Il a également été rapporté une
atteinte tubulaire distale avec diabéte insipidphnégénique et acidose tubulaire. Quelques cas de
Iésions glomérulaires (glomérulonéphrites extraillzages, croissants cellulaires) ont également été
décrits (39). L'’hypothése d’'une agression direcela présence dans les capillaires glomérulaiees d
cristaux, formés de Foscarnet trisodique et decmigposites de calcium et de sodium, a été avancée
pour expliquer la formation de ces lésions prdéifires. Une hydratation correcte avec du sérum salé
isotonique est de ce fait recommandée afin dedimst toxicité. L'insuffisance rénale est le plus
souvent réversible a l'arrét du traitement lorstie’est prise en charge précocement. Les autretseff
secondaires fréquents sont des troubles digestidsni§sements, pancréatites), et neurologiques

(paresthésies des extrémités).

5.1.2.2. CIDOFOVIR (CDV)

Le Cidofovir ou 1-(3-hydroxy-2-phosphonylméthoxypyt)-cytosine est un analogue
nucléotidique de la cytidine. Pour étre actif, B\Cdoit étre sous forme di-phosphorylé. Il inhibe d
maniére compétitive I'’ADN polymérase virale pUL84tilisé uniquement par voie intraveineuse, sa
demi-vie est longue (17 & 65 jours) justifiant ddsinistrations espacées. Les effets indésirablats s
par contre tres nombreux : neutropénie, hypertresréruptions cutanées et troubles digestifs. EBmin
exclusivement par voie rénale, la néphrotoxicitecedenédicament semble étre dose dépendante et a
l'origine de lésions tubulaires voire de néphrophinterstitielles survenant & distance des signes
d'atteinte proximale. La glycosurie normoglycémigsemble étre un signe précoce, sensible et
spécifiqgue qui précede 'augmentation de la créatiplasmatique. Pour limiter sa toxicité réndle, i
est recommandé d’administrer du sérum physiologjgprevoie IV associé a du Probénécide per os.
En effet, ce dernier, par inhibition compétitive ltatrée du Cidofovir au niveau de son transparteu
OAT1, diminue la pénétration intracellulaire tubrdadu CDV et donc son accumulation intra

cellulaire.
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Figure 12 : Effets du Probénécide sur I'accumulatau Cidofovir dans les cellules proxima{d®)

5.1.3. NOUVELLES MOLECULES

5.1.3.1. MARIBAVIR

Agent antiviral appartenant a la famille des bendazolés, le maribavir ou 2-
isopropylamino-5,6-dichloro-1-(b-L-ribofuranosyl)etzimidazole, inhibe directement la protéine
kinase UL97. Puissant inhibiteur de la réplicatumale, son efficacité semble étre in vitro 7 aféid
supérieure a celle du GCV (41). Avec peu d'effetdésirables rapportés si ce n'est des troubles
digestifs et une dysgueusie, et avec une bonneispimuibilité orale, ce nouvel agent anti-viral

pourrait étre une alternative de choix en cas delses résistantes.

Dans une étude de phase 1 menée chez 70 patidftsa¥iec une excrétion virale (dans le
sperme et dans les urines) CMV asymptomatiquejlidation de Maribavir pendant 28 jours

diminuait le taux d’excrétion virale dans le sper(42).

Basé sur ces données préliminaires, Winston emntlvoulu, lors d’'un essai de phase 2,
randomisé, multicentrique, comparer I'efficacité&iairale et la tolérance du Maribavir utilisé en
traitement préventif chez des patients receveurgedleles souches avec un statut R+ (43). 111
patients ont été enrdlés dans cette étude et i®@art4d groupes homogénes pour recevoir soit : le
médicament placebo, soit le maribavir & posolodié#érentes (100mg deux fois par jour, 400mg une
fois par jour, ou 400mg deux fois par jour). L'idence de l'infection a CMV détectée par PCR était
significativement plus faible dans le groupe Mavibaquel que soit la posologie donnée (7%,
p=0.001 ; 11%, p=0.007 ; 19%, p=0.038) comparégraupe placebo (46%).

Plus récemment, dans une étude de phase 3, le dMmrillOOmg 2 fois par jour) a été

comparé a l'utilisation du GCV oral (1000mg 3 fgiar jour) dans une population de transplantés
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hépatiques D+/R- . Au terme de I'essai, la nonriofé&é du Maribavir comparé au GCV en traitement

préventif n’a pu étre démontrée (44).

5.1.3.2. ARTESUNATE
L’Artésunate, dérivé hémi synthétique de I'artémiise, est généralement utilisé pour les
acces palustres graves a Plasmodium Falciparutnai@@ment antipaludéen a également montré une
activité antivirale in vitro contre des soucheswales et humaines de CMV, avec de plus un effet
additif en association avec d’autres molécules\ardles (GCV, CDV, PFA) (45). Bien que
son mécanisme d’action ne soit pas clairementddudi semblerait qu’il agisse sur la voie NB-
Récemment, son action in vivo a été démontréersigune patient receveur de cellules souches,

infecté par une souche résistante (46).

5.2. STRATEGIES THERAPEUTIQUES

5.2.1. TRAITEMENT CURATIF

Les stratégies thérapeutiques de la maladie a Chiient en fonction de la sévérité des
manifestations cliniques. VGCV et GCV sont les dag&nts utilisés en premiére ligne.

Pour les infections modérées a séveéres, le traiteanal par VGCV est le traitement de choix.
En 2007, I'étude VICTOR, étude randomisée, multiégue et internationale, a démontré qu’en cas
de maladie modérée a CMV, le VGCV oral (900mg *& jour) n’était pas inférieur au GCV IV
(5mg/kg * 2 par jour) dans une cohorte de patieraasplantés d'organe, dont 73.8% étaient des
transplantés rénaux. L’éradication virale était pite au 29™ jour de traitement (PCR < 600
copies/ml) chez 45.1% des patients traités par V@&V contre 48.4% des patients traités par GCV
IV. Par ailleurs, les deux médicaments étaientiduies tolérés avec un taux d’effets indésirables e
d’observance similaire dans les deux bras (47)eé&pmn an de suivi, les résultats étaient équivalent
dans les deux groupes aussi bien en terme d'étmxficarale, de taux de récurrence virale (30%),
d’émergence de résistance (< 3%) que de déces(dB)o)

Pour les infections séveres le GCV IV doit étref¢gné en absence de données équivalentes
concernant le VGCV. Utilisé a la dose de 5mg/kg/1sd posologie doit étre adaptée a la fonction
rénale pour une durée classiquement admise de14cars.

La surveillance hebdomadaire de la charge virdleeeesmmandée et I'arrét du traitement ne
se fait qu'aprés 2 dosages négatifs a 1 semained/alle.

Un autre volet important dans le traitement curadif la diminution de I'immunosuppression

notamment en cas de maladie invasive.
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5.2.2. TRAITEMENT PREVENTIF : PROPHYLACTIQUE/PRE-EMPTIF

Le traitement prophylactique consiste en 'admiaisdtn de molécules anti-virales chez les
patients a risque. Le traitement est généraleméotitd dans les 10 jours apres la transplantation et
poursuivi 100 jours. Des données nouvelles sugganerbénéfice a l'allongement de la durée de
prophylaxie & 200 jours chez les patients D+/R-.efffet, I'étude IMPACT (Improved Protection
Against Cytomegalovirus in Transplant) comparasfficacité de 100 jours de VGCV versus 200
jours chez 326 patients transplantés rénaux D+& Riontré une incidence de la maladie & CMV
durant la f® année post transplantation plus faible chez legerma ayant recu 200 jours de
prophylaxie (16.1% versus 36.8%). De plus, I'exi@mgle la prophylaxie est cliniguement trés bien
tolérée (49). Le traitement prophylactique, ou&reliminution de la maladie & CMV, a démontré une
diminution du risque d’infections virales (HSV, VZ\EBV, HHV-8), bactériennes et fungiques.
Cependant, ces inconvénients sont également nofigediges : colt éleveé, effets toxiques
(leucopénie au VGCV) et un risque important d'itif@e tardive a CMV.

Le traitement pré-emptif consiste quant a lui askauration d’'un traitement des lors qu’'une
réplication virale (PCR CMV ou antigénémie pp6X5) aéétectée ce qui implique une surveillance trés
réguliere et donc colteuse. Le but de cette steatégt d'une part l'instauration précoce d'un
traitement avant le développement de signes clsiget d’autre part, la limitation a I'expositionxau
agents anti-CMV. Néanmoins, l'inconvénient printigea cette stratégie est qu’elle ne prévient pgas le
effets indirects liés a une réplication virale & beuit.

Les avantages et les inconvénients de chaquegtaignt détaillés dans le tableau suivant (50) :

CMV disease 4 +++
More Late CMV disease ++ -
CMV relapse/treatment failure -t -
Fewer opportunistic infections e +
Improved graft survival ++ =
Prevention of rejection ++ -
Survival ++ _
Other viruses + —
Posttransplant lymphoma - -
Kaposi sarcoma < _
Safety ++ +++
Easier logistics e +
Lower drug cost ks +++
Lower monitoring cost 4+ +
Resistant CMV - +
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Les recommandations internationales sont favorablas traitement prophylactique plus qu'a
un traitement pré-emptif notamment chez les paiénthaut risque (D+/R-) devant les meilleurs
résultats cliniques (moindre taux d’infections oftpoistes, meilleure survie du greffon) (51). Les
infections tardives sont reconnues comme étanuénéigs en cas de traitement prophylactique d’ou la
proposition récente d'étendre la prophylaxie a @snue traitement au lieu de 3 chez les patients
D+/R- (49).

Les résistances aux molécules anti-virales appanatiprincipalement chez les patients D+/R-
avec une incidence entre 5 et 10%, I'expositiongmgée aux drogues anti-virales étant reconnu
comme un facteur de risque d’émergence de résestddon pic de charge virale (> 5.25log10
copies/ml) semble également étre un facteur deii£g2), tout comme une charge virale initiale >
10 000 copies/ml.
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MECANISMES DE RESISTANCE

6.1. GENERALITES

Plusieurs cas de résistance au GCV ont pour laiprerfois été décrits dans les années 1980 chez
des patients immunodéprimés, la majorité d'entrg étaient atteints du VIH et recevaient un
traitement antiviral prolongé pour une rétinite MI\C (53). A cette méme période, I'incidence de la
résistance dans la population de transplantés abexg était faible. Avec lintensification de
I'utilisation des molécules anti-virales et des iomosuppresseurs, I'apparition de la résistance du
CMV aux drogues anti-virales est maintenant un l@mbk d’actualité non négligeable.

Emery et Griffiths ont pu, dans les années 2000liguxer in vitro la cinétique de I'émergence des
virus mutants résistants grace a l'utilisation dioadéle mathématique (54). En effet, en absence de
tout traitement, les virus mutants et les virusvagas cohabitent. Cependant, en présence de GCV, et
tout particulierement en cas de sous dosage, itertrent bloque la réplication des souches sensibles
alors que parallélement les virus mutants continukense répliqguer devenant ainsi la population

majoritaire.

Traitement c

] Souches sauvages
& Souches mutantes

Figure 13 : Cinétique de I'émergence des mutardggstants(54)

D’importantes implications cliniques découlent dencodéle :
v" Une charge virale élevée favorise la sélectionnagsnts résistants
v' Larésistance au GCV se développe rarement apeedurée courte d’exposition
v La résistance aux anti-viraux apparait plus fréquent en cas d'utilisation orale gu’intra-
veineuse
v' Les méthodes de détection de résistance phénog/ppuvent sous-estimer la vraie

prévalence de la résistance.

37



6.2. DEFINITIONS

La persistance d’'une réplication virale sous tra@et bien conduit pendant plus de 21 jours
définit la résistance clinique. La mise en évideticme souche résistante par I'étude du phénotype o
du génotype définit la résistance virologique. ésistance clinique et la résistance virologiqusarg
pas toujours liées, méme si la résistance virolagigst rapportée dans plus de 50% des cas de
résistance clinique (55) (56).

La résistance aux antiviraux (essentiellement al)3#St préoccupante car :

v elle augmente la fréquence des épisodes de vi@ymgotomatiques ou non),

v elle accélére le développement de la maladie & C38Y,

v elle augmente le risque de rejet,
v

ainsi que la mortalité.

6.3. EPIDEMIOLOGIE

Chez les patients transplantés, I'incidence désastance au GCV varie selon les études entre 0 et
13% (57), elle apparait plus frequemment en cagrdffe pulmonaire (58), de double greffe rein-
pancréas ou de rein seul (0 a 5%). Les manifesgatiiniques sont larges pouvant aller d'un patient
totalement asymptomatique a une vraie forme ineasfvsévére de la maladie. Le taux de déces chez
les patients présentant une résistance aux aatiwigst estimé a 19%.

La résistance antivirale apparait en moyenne 106 japres la transplantation. La majorité des
patients a eu une exposition prolongée aux ardisxir environ 118 jours avant que la résistance ne

soit documentée.

6.4. FACTEURS DE RISQUE

Sont significativement associés au risque de egist:
v' Le type de transplantation (pulmonaire > reingoéas > rein),
Le statut sérologique D+/R- (56),
Le nombre de récurrences d’infection a CMV,
L’utilisation de sérum anti-lymphocytaire,
Une charge virale initiale élevée,
Une exposition prolongée au traitement anti-viedglun but préventif ou curatif,

Le sous dosage des anti-viraux (59),

D N N N N NN

La persistance d’'une virémie positive apres 215 aldgr traitement bien conduit (60).
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6.5. MECANISMES MOLECULAIRES

Deux genes sont impliqués dans la résistance duikiteurs de la réplication de I'ADN viral :
UL54 et UL97.

|
Protéine kinase |

activant le GCV J

Résistance GCV

Figure 14 : Mécanismes de résistance du CMV auxdnatux (61)

UL 97 est une sérine-thréonine kinase codée pagélee UL97. Elle assure la primo-
phosphorylation du GCV qui est ensuite di- puispldosphorylé par des enzymes cellulaires en sa
forme triphosphate active (GCV-PPP). Les virionstlsgtisés a partir des souches mutantes présentent
des défauts de morphologie et de maturation. Lesations de UL97 sont les premiéres a apparaitre.
Elles conférent un niveau de résistance variadendes mutations. Plus de 70 % des mutations de
résistance portent sur les acides aminés 460 ow62Xr la région 590 a 607, qui correspond au
domaine d’'interaction avec le GCV

UL 54 est une ADN polymérase ADN dépendante. Ex@eiran phase précoce du cycle viral,
elle assure la réplication de I'ADN viral. Les miidas de UL54 apparaissent plus tardivement.
Réparties sur la totalité du géne, elles diminderiement la capacité réplicative du virus, et ntée

une résistance croisée au GCV et au Cidofovir.

6.5.1. ANALYSE GENOTYPIQUE

Elle consiste en la recherche de mutations conagssciées a une résistance clinique par le

séquencage des genes UL 97 et UL54.
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Figure 15 : Localisation des mutations de UL37)

Résistance au cidofovir :

Résistance au ganciclovir et au cidofovir: |

Résistance au foscarnet :

Résistance au ganciclovir et au foscarnet: |
Résistance aux trois antiviraux :
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Figure 16 : Localisation des mutations de ULB%)
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6.5.2. ANALYSE PHENOTYPIQUE

Elle consiste en la mesure de l'inhibition de lplid@tion virale in vitro en présence de

concentrations croissantes d’'anti-viral. Elle pereiasi de déterminer les CI50 et CI90, soit les

concentrations inhibant respectivement 50% et 98% droissance des souches. Cette étude

phénotypique permet de déterminer I'efficacité wesvelles molécules anti-virales mais aussi

analyser les effets synergiques ou antagonisteswdeules. En pratique, un index de sensibilité
(CI50 de la souche a tester/CI50 de la souchefédeeriee AD169) permet d’uniformiser les résultats.

Si cet index est supérieur & 3, la souche est@érée comme résistante.

6.6. ALGORITHME DECISIONNEL
CLINICALLY SUSPECT RESISTANCE WHEN: Ernure adeguate antiviral tharapy
1. Viral load monitorieg at day 21 or more of adequate therapy dernonsarates: GOV therapeutic drug monkoreg If
*  incresvng or persatent viral load H woallable.
*  adecreme in vral load of <0.5 log/week
2. Progr or p di at day 21 or more of adecparte therapy Whees possibie Kelate any tue
3. Wisk factoes for AVR (soe tost) H specimend 1or gentypic testing iIn
cases of tasus-inemive ciseae
—e— T A Where ife- or sight threatening diwese, comider immediste empric
asilis - change in antivical theragy wihike awalting AVR testing. ¥ using GCV,
change 10 FO%; If saing 108, charge to GOV,
Prior FOS/CDV use (__4 Prior GCV use
Genotypic testing for ULST
Genatypic testing for ULS4 and ULSY Compare seguencing with wild-type and known ses et strsim
+/~ phenotypic testing if unenown metation identified +/- phanctypic testing ¥ unknows mutaten ideatfied
ULS4 mutations conferring FOS or COV A
resistance in the absence of ULS7 mutations:
=1 ea. V715 ULD7 high-grade resistance [Sl,, or IC
Add GEV to 05 or OOV OR corslder addition of ratlo >5)
jtareative dachiral: lefunamide. ART. (eg MAGDV, H5200, ASBLY, 15955, CE030) | €
Change therapy: GOV->FOS (avoid change 10
ULSS mutations +/- UL97 together conferring COW uned LS4 mutations eschuded
’ high<level GCV resistance:
Charge theragy: GCV.»FOS
ULST loww-grade resistance: Sy, or IC
raio of <5 (eg, C9925) €
uLse jons +ULST conferring multidrug Double GOV dose if posdible, and retest ULOT
resistance: and ULSS in L week
Dgtions (Tadle 2):
1. Combined GCV and FOS therapy
—1 1 Addnen ol MG No resistance
3. Addimen of novel agent: lefluncmide Enswre: il mmunesuppnession educed
& Changs sa nowel agent: ag ART v 19 antiviral cose optimized
’ i) tiswue samgling audyred
Inthe settingof TID ‘
Cormicer LLSA teating i not alresdy
Wewkly viral load monkaring performad (lone ULS4 mutations reportod
.—) Repaat gonastypic testing If persistont or screasing VL with sole GOV une - yee tect]

41



6.7. RECURRENCE VIRALE

Malgré un traitement bien conduit, le risque deurgance est non négligeable puisque estimé
entre 25 et 30 % selon les études (62)(63). Cellest définie par une infection a CMV
(symptomatique ou non) apparaissant plus de 3 amés la transplantation et aprés éradicationeviral
d’'une précédente infection active a CMV. Les fatade risque sont nombreux mais controversés.
Une cinétique de décroissance lente de la chargdevsous traitement est prédictive du risque de
récurrence d’infection & CMV (64).
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Etude expérimentale

43



INTRODUCTION

L’infection a CMV est un probléme actuel en matidestransplantation rénale. Afin de limiter les
effets directs et indirects du virus sur I'organésmais aussi sur le greffon, les recommandations
internationales encouragent un traitement propliglae universel plus qu’un traitement pré-emptif
chez les patients a haut risque (D+/R-). De cetfstion parfois prolongée aux molécules anti-
virales découle une problématique de plus en phgsiteé : 'émergence de mutants résistants aux anti
viraux. Les résistances au GCV et a sa pro-drdguéGCV, sont les plus couramment décrites car
ce sont les drogues utilisées en premiére lignapleétique. Certains sites de mutations au niveau d
genes UL97 et UL54 sont bien décrits et bien cormmmsme conférant un haut degré de résistance.
Plus récemment, de nouvelles mutations de UL9Z&@ntecensées comme conférant une résistance au
Maribavir. La résistance aux anti-viraux est peépante car d’'une part, elle accélére la prograssio
de la maladie a CMV, accroit le nombre d’épisodesitemie, augmente le risque de rejet du greffon

et d’autre part, car elle est associée a un tauipiportant de déces.

Dans ce contexte, nous avons réalisé une étudespéttive monocentrique au sein du CHU de
Limoges dont le but est détudier les facteurs wegue de résistance du cytomégalovirus aux
antiviraux chez les patients transplantés rénatobjéctif principal est de déterminer I'incidence d
l'infection a CMV et l'incidence de la résistanceologique dans cette population a 18 mois post
greffe et d’évaluer la tendance évolutive sur @ng. Les objectifs secondaires sont d’identifiedest
hiérarchiser les facteurs cliniques et pharmacqlogg de I'émergence de résistance, de recenser les
différentes mutations conférant une résistance’atatyser la morbi-mortalité liée a la résistance

clinique et virologique.
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MATERIEL ET METHODES

PATIENTS

Ont été inclus, de maniere rétrospective, les patigansplantés rénaux entre fgjdnvier 2007 et
le 31 décembre 2011, suivis au CHU de Limoges,rétgntant durant les 18 mois post greffe un

prélevement (antigénémie pp65, culture virale, P€&Rpuin ou autre, positif a CMV.

Ont été exclus :

v’ les patients de moins de 17 ans,

v les patients greffés rénaux suivis sur Limogessriransplantés dans un autre centre,
v’ les patients ayant nécessité une double greffepagicréas,
v

les patients ayant eu des prélevements posititleludes 18 mois post greffe.

INFECTION A CMV / RESISTANCE

Les recherches de CMV sanguin ou tissulaire pagemémie pp65, PCR CMV ou culture virale
ont été réalisées par le CNR (Centre National dérBéce du cytomégalovirus) du CHU de Limoges.

Les recherches de résistances virales ont ététw¥es a la demande des cliniciens en cas de
persistance d’'une réplication virale sous traitemegfou de persistance de signes cliniques en lien
avec l'infection. La caractérisation des mutatidagésistance des souches est basée sur le gégmtypa
des génes UL97 et UL 54. Une fois 'ADN extrait arpr du prélévement réalisé (prélevement
sanguin, liquide broncho-alvéolaire, biopsie pulaiom ou digestive), les deux genes ont été amplifié
puis entierement séquencés. Ces séquences onteeégiicomparés avec '’ADN de la souche de
référence AD169. Des mutations déja connues ordi @ étre mis en évidence et de nouvelles
mutations ont été décrites. La résistance phérmigpest définie par un index de sensibilité (Stha)
est I'lC50 de I'échantillon, c’est-a-dire la contrtion d’anti-viral nécessaire pour inhiber 50%lae
croissance virale, divisé par I'IC50 de la souckeréférence. Si I'IS50 était supérieur a 3, alars |

souche était considérée comme résistante.

Les définitions suivantes ont été utilisées. EHeat basées sur les dernieres recommandations
internationales de 2013 concernant le suivi du GiiMransplantation d’organe.
v «infection a CMV »: mise en évidence d'une réglien virale chez un patient
asymptomatique
v «maladie a CMV » : infection a CMV avec des sigitaputables au virus, avec une

distinction entre :
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0 «syndrome viral » : dissémination sanguine du vassociée a au moins un des
criteres suivants : fievre persistante @ 38°C plus de 2 jours) ou un malaise
nouveau ou persistent, ou leucopénie (< 3000 lsgiestnm3) ou thrombopénie
(plaquettes < 75000/mm3) ou augmentation des lymyihe atypiques au-dela de
5% sur la formule sanguine ou élévation des enzyinégmtiques> 2 fois la
limite supérieure de la normale) en absence d'aatuse clairement identifiée

0 « maladie invasive» avec la preuve d’'une infectmralisée a CMV par biopsie
ou autre échantillonet des symptdomes appropriés ou des signes de
dysfonctionnement d’organe (le rejet étant exchgoaiés ou non a un syndrome
aCMV.

v' Résistance clinique : persistance d'une réplicatirale en absence de résistance
virologique identifiée.

v Résistance virologique : mise en évidence d’'urgstance génotypique ou phénotypique.

v' Résistance phénotypique : index de sensibilité Q)SI5 3. L'IS50 est I'C50 de
I'échantillon, c’est-a-dire la concentration d’awatial nécessaire pour inhiber 50% de la
croissance virale, divisé par I'lC50 de la souckeéférence.

v" Récurrence virale : infection a CMV (symptomatiquenon) apparaissant plus de 3 mois
aprées la transplantation et aprés éradication eviciline précédente infection active a

CMV (en pratique, 2 PCR négatives a 1 semaineatinalle nécessaires).

RECUEIL DES DONNEES

Le recueil des données a été fait de maniére p&cotise a l'aide du dossier médical

informatisé CROSSWAY, des informations retrouvéassain du dossier de greffe et de la base
informatique CYBERLAB.

Les données collectées ont été les suivantes :

4

D N N N N NN

Date de greffe,
Age, sexe du receveur et du donneur,
Néphropathie initiale et mode de suppléance silligu,
Statut immunitaire vis-a-vis du CMV,
Prophylaxie anti-virale (molécule, durée, changemderdose),
Immunosuppression initiale et au moment de I'intett
Durée ischémie froide,
Quantification virale et caractére symptomatique,
46



v" Données bhiologiques au moment de l'infection,
v Traitement curatif anti-CMV (molécules, durée),

v' Résistance clinique et virologique.

ANALYSE STATISTIQUE

L'analyse statistique a été réalisée a I'aide djiciel R. Les résultats des variables quantitatives
sont présentés sous la forme de moyenne + écart Ggux des variables qualitatives sont exprimés
en fréguence et en pourcentage. Les comparaiseyat@bles qualitatives entre les 2 groupes
considérés ont été réalisées avec le test exaEitster. Les distributions des variables quantiestiv

ont été comparées avec le test t de Student. liledeesignification statistique retenu est de 0.05.

47



RESULTATS

POPULATION D’ETUDE

Entre le 1 janvier 2007 et le 31 décembre 2011, 237 patientbénéficié d'une

transplantation rénale au CHU de Limoges.

A partir de cette cohorte, on a recenseé les patigat ont présenté une réplication active elle-
méme définit par :
v une antigénémie ou une culture virale positive,
v' ou 2 PCR CMV successives positives a 1 semaineedvalle,
v" ou une PCR CMV > 1000 copies/ml,
Puis, parmi ces patients, on a recensé ceux ckgmdbs une résistance virologique a été mise en

évidence.

Sur ces 237 patients, 62 ont présenté une réplicaiiale CMV dans les 18 mois post greffe
selon les définitions sus citéelses techniques diagnostiques de réplication vivatevarié sur les 5
années de notre étude, la réalisation de la PCR €tdit devenue la méthode de référence dés mars
2008. Auparavant, le dosage de I'antigénémie ppobien la recherche d’ADN viral par culture
étaient les techniques utilisées. De méme, ledssdiagnostiques se sont progressivement abaissés :
une charge virale étant actuellement considéréaemmnggative si elle est inférieure a 75 copies/ml.
Au total, parmi les 62 patients présentant undéa&ibn virale active, 52 ont été diagnostiqués par
PCR

L’ensemble des caractéristiques cliniques relatatedonneur, au receveur, de méme que la

nature de I'immunosuppression initiale sont résudans le Tableau 1.

Les patients présentant une réplication viraleeétaplus agés comparé a I'dge moyen de notre
cohorte (56.9 ans vs 52.8 ans, p = 0.0396). L'ebteedes autres données cliniques concernant le
receveur étaient similaires, hormis le statut sgjigue vis-a-vis du CMV. En effet, le statut D+/R-
était le statut majoritaire parmi les transplamtégeloppant une infection a CMV (43.5% versus
22.8% dans la cohorte globale, p = 0.002). De phgspatients les moins a risque de développer une
infection étaient ceux présentant un statut D-BR% versus 21.5%, p = 0.003). Les caractérissique
du donneur étaient quant a elles globalement smesl@ans les deux groupes, de méme que la durée

moyenne d’'ischémie froide.
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Total des cas Réplication active P value IC a 95%
(n=237) (n=62)
RECEVEUR
Age moyen (ans) 52.8+13.9 56.9 +13.7 0.0396 [-8.01;-0.2]
Sexe (M/F) 62.4/37.6 (148/89) 56.5/43.5 (35/27) 0.464 [0.70; 2.34]
Statut sérologique
D+/R+ 29.1 (69) 33.9 (21) 0.534 [0.427; 1.54]
D-/R- 21.5(51) 3.2(2) 0.0003 [2.04; 71.36]
D+/R- 22.8 (54) 43.5 (27) 0.002 [0.21;0.72]
D-/R+ 26.6 (63) 19.4 (12) 0.323 [0.73; 3.32]
Néphropathie initiale
NAS 9.7 (23) 9.7 (6) 1 [0.37; 3.16]
Diabete 8.4 (20) 6.5 (4) 0.795 [0.42; 5.58]
Polykystose 14.8 (35) 12.9 (8) 0.840 [0.49; 3.09]
Glomérulaire/IgA 23.6/13.1 (56/31) 19.3/16.1 (12/10) 0.883 [0.57;1.99]
Interstitielle 8.4 (20) 4.8 (3) 0.432 [0.51;9.83]
Indéterminée 14.8 (35) 22.6 (14) 0.176 [0.28; 1.30]
Autres 7.2 (17) 8.1 (5) 0.787 [0.30; 3.19]
Modalités de suppléance
HD 85.2 (202) 85.5 (53) 1 [0.39; 2.25]
DP 6.4 (15) 9.7 (6) 0.401 [0.22; 2.08]
Greffe pré-emptive 8.4 (20) 4.8 (3) 0.432 [0.51;9.83]
1ére greffe 86.5 (205) 87.1 (54) 1 [0.36; 2.26]
2¢me greffe 13.1 (31) 11.3 (7) 0.832 [0.48; 3.35]
3eme greffe 1.4 (1) 1.6 (1) 0.372 [0.003; 20.62]
DONNEUR
Age moyen (ans) 51.4+158 549 +159 0.124 [-8.03; 0.99]
Sexe (M/F) 58.2/41.8 (138/99) 50/50 (31/31) 0.253 [0.76; 2.54]
Donneur cadavérique/vivant 96.2/3.8 (228/9) 100/0 (62/0) 0.212
ISCHEMIE FROIDE : durée 992 £ 350 1021 + 280 0.493 [-112; 54.56]
moyenne (minutes)
IMMUNOSUPPRESSION
Simulect 80.2 (190) 74.2 (46) 0.299 [0.68; 2.80]
SAL 15.6 (37) 24.2 (15) 0.132 [0.28; 1.24]
Pas d’induction 4.2 (10) 1.6 (1) 0.470 [0.37;118.45]
MMF 100 (237) 100 (62) 1
Ciclosporine 34.2 (81) 48.4 (30) 0.054 [0.30;1.02]
Tacrolimus 64.1 (152) 50 (31) 0.056 [0.98; 3.27]
Certican 1.7 (4) 1.6 (1) 1 [0.10; 52.41]
Corticoides 100 (237) 100 (62) 1

Tableau 1 : Caractéristiques démographiques deolautation d’étude
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PROPHYLAXIE

Concernant la prophylaxie anti CMV, le traitement préventif utilisé était dans laativé des
cas un traitement prophylactique. Les schémasphat@ues ont été progressivement modifiés durant
les 5 années de I'étude avec une majorité desnpmtiecevant du VCV en 2007, puis une utilisation
du VGCV majoritaire a partir de 2008 (Figure 1).

100%

90% —

80% —

70% —
60% —

50% I VGCV
40% . mvev
30% —
20% —
10% —
0% — - T T )
2007 2008 2009 2010 2011

Figure 1 : Traitements prophylactiques anti-CMV adistrés, fonction de I'année de greffe
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INCIDENCE DE LA REPLICATION VIRALE
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Figure 2 : Incidence de la réplication virale de@0a 2011

Le nombre depremiére réplication active (RA) & CMV dans les 18 mois post greffe est
globalement stable sur les cing années étudiéesume incidence respectivement de 28.1% (16/57)
en 2007, 29.6% (16/54) en 2008, 26.5% (13/49) e® 20 29.7% (11/37) en 2011. A noter un taux
beaucoup plus faible en 2009 avec une incidence2é doit seulement 6 patients sur les 40 greffés
cette année-la.

L’incidence de ladleuxieme réplication activea quant a elle diminué entre 2007 et 2009 avec une
incidence respectivement a 10.5% (6/57), 7.4% {4¢52.5% (1/40) sur 'ensemble de la population
greffée annuelle. Elle augmente cependant a noused@010 avec une incidence a 12.2% (6/49) en
2010 et 13.5% (5/37) en 2011.

Quatre patients transplantés en 2007 ont préserttéisieme épisode de réplication viralesoit
7% des 57 transplantés rénaux de cette année.@ea2P010, on dénombre un seul patient présentant
un 3™ épisode de réplication active, soit une incideted.85% pour I'année 2008, 2.5% pour 2009
et 2% pour les patients greffés en 2009.

2.5% des patients greffés en 2010 ont présentguatrieme épisode de réplication viraledans
les 18 mois post greffe soit 1seul patient.
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INCIDENCE DE LA RESISTANCE VIROLOGIQUE
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Figure 3 : Incidence de la résistance virologiglee2007 a 2011

L’incidence de la résistance virologique a augmeemére 2007 et 2011. En effet, aucune
résistance virologique n’a été documentée poupddients greffés en 2007 et 2008, alors qu’en 2009,
2010 et 2011 on note respectivement : 5% (2/4@Y684/49) et 5.4% (2/37) patients pour lesquels
une mutation génotypique a été mise en évidencaapport au nombre annuel de réplication active,
l'incidence de la résistance virologique chez la8gmts présentant une infection active a CMV dans
les 18 mois post greffe est respectivement de 333%), 30.8% (4/13), 18.2% (2/11) pour les
patients transplantés en 2009, 2010 et 2011.

MUTATIONS UL97 ET UL54

Des mutations du géne UL97 ont été retrouvées lehéatalité des patients présentant une
résistance virologique, bien qu'une mutation déeche soit pas encore décrite comme étant a
'origine d’'une résistance au GCV. Deux mutatiomstidctes ont été décrites sur deux échantillons
différents du méme patient, la premiére ayant étéatiée a partir d’'un prélevement sanguin, aloes qu
la deuxiéme a été retrouvée a partir d'une b@épsimonaire (Tableau 2).

Des mutations de UL54 ont été décrites en assogiatrec les mutations de UL 97 dans 2 cas
sur 8 (Tableau 2).
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Patient UL 97 UL 54

PA Met 460 lle absence
LG Ala 594 VAL absence
DF L595F absence
BR L595S absence

C603C/W K513K/E
DV Délétion aa601 absence
DG A594V A987G
SF absence
U Ala 594 Val

Tableau 2 : Mutations recensées pour les 8 cagdistance virologique

Présence d'une délétion des codons 603, 604 &ii@e au niveau de la zone de fixation du
Ganciclovir. Bien que non décrite a ce jour, cetédétion est vraisemblablement associée a une
résistance au Ganciclovir.

Insertion d'une sérine apres le codon 884. Ineart'une thréonine a cette position décrite dans la
littérature et non associée a une modification dérnotype de la souche. Mutation A692V non décrite
a ce jour mais située entre 2 mutations de polyimerpe connue.

COMPARAISON CARACTERISTIQUES CLINICO-BIOLOGIQUES R+/R-

Les patients présentant une résistance virologitpient en majorité des hommes : 75%
versus 53.7% dans le groupe non résistants. L'ay@mdes patients dans les 2 groupes était
globalement similaire, de méme que le type de roggatthie initiale. En revanche, tous les patients
résistants présentaient un statut sérologique D+/R-

En terme de traitement immunosuppresseur, lespgitiésistants recevaient plus souvent du
Tacrolimus sans que cela n’atteigne le seul defiigtion statistique. De méme, 50% des patients
résistants ont recu du SAL en induction contre &ldans le groupe non résistants, mais la encore,

cette différence n’est pas significative (Tablegu 3
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Non résistants
N =54

ICa 95%

RECEVEUR
Age moyen
Sexe (M/F)
Statut
R-
D-/R-
D+/R-
R+
D+/R+
D-/R+
Néphropathie initiale
NAS
Diabéte
Polykystose
Glomérulaire
Tubulo-interstitielle
Indéterminée
Autres
Modalités de suppléance
HD
DP
Greffe pré-emptive
1ére greffe
2¢me greffe
3éme greffe

DONNEUR
Age moyen (ans)
Sexe (M/F)
Donneur cadavérique
GREFFE

Durée ischémie froide (min)

IMMUNOSUPPRESSION
Induction
Simulect
SAL
Pas d’induction
MMF
Ciclosporine
Tacrolimus
Certican
Corticoides

57.1+13.8
53.7/46.3 (29/25)

38.9 (21)
3.7(2)
35.2(19)
61.1(33)
38.9 (21)
22.2(12)

7.4 (4)
5.6 (3)
14.8 (8)
37 (20)
5.6 (3)
24 (13)
5.6 (3)

85.2 (46)
11.1 (6)
3.7(2)
87 (47)
11.1 (6)
1.9 (1)

55.2 £ 16.3
48.1/51.9 (26/28)
100 (54)

1025

77.8 (42)
20.3 (11)
1.9 (1)
100 (54)
51.8 (28)
46.3(25)
1.9 (1)
100 (54)

Résistants P value
N=8
56+14.3 0.85
75/25 (6/2) 0.44
100 (8) 0.001
0(0) 1
100 (8) 0.0006
0(0) 0.001
0(0) 0.04
0(0) 0.33
25 (2) 0.16
12.5 (1) 0.43
0(0) 0.58
25 (2) 0.44
0(0) 1
12.5(1) 0.67
25 (2) 0.12
87.5(7)
0(0)
12.5(1) 0.34
87.5(7)
12.5(1)
0(0)
53+14.6 0.70
62.5/37.5 (5/3) 0.70
100 (8) 1
995.25 0.74
50 (4) 0.18
50 (4) 0.08
0(0) 1
100 (8) 1
25 (2) 0.25
75 (6) 0.26
0(0) 1
100 (8) 1

[-11.18;13.21]
[0.036; 2.45]

[0.0266 ; INF]

[2.3343; INF]
[0.96 ; INF]
[0.41 ; INF]

[0.028;3.29]
[0.029; 24.67]
[0.24 ; INF]
[0.38; 27.54]
[0.057 ; INF]
[0.24 ; 107.56]
[0.017; 2.62]

[0.016; 8.05]
[0.16; INF]
[0.013;18.13]
[0.019;9.67]
[0.083 ; 45.93]
[0.004 ; INF]

[-10.34; 14.71]
[0.079; 3.23]

[-164.46 ; 223.96]

[0.55 ; 21.40]
[0.042 ; 1.65]
[0.004 ; INF]

[0.508 ; 34.88]
[0.027 ; 1.83]
[0.004 ; INF]

Tableau 3 : Caractéristiques démographiques deepts résistants et non résistants
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Le nombre de « CMV : maladie » n’était pas plusangnt au sein de groupe des patients
résistants. De méme, l'incidence des neutropénigrophopénie était similaire dans les deux groupes

de patients avec ou sans résistance virologiquadaa 4).

La charge virale initiale était plus élevée dangrtaipe de patients non résistants, alors que le
pic de charge virale durant ce premier épisodeciigiex était quant a lui plus élevé dans le gradgpe

patients résistants, mais ces variations n’ondeasignification statistique (Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques cliniques et biologiglau moment de la découverte de I'infection virale

Non résistants Résistants IC a 95%
(n=54) (n=8)

CLINIQUE
CMV maladie 45.3 (25) 37.5(3) 0.71 [0.27 ; 10.89]
CMV infection 50 (27) 62.5 (5) 0.71 [0.092; 3.76]
Données manquantes 3.7 (2) 0(0)
BIOLOGIE (Moyenne)
Créatinine plasmatique (umol/1) 155 277 0.17 [-309.77 ; 66.73]
GB 5713 7113 0.27 [-4076.26 ; 1276.45]
PNN 4036 5340 0.19 [-3391.25; 784.11]
Lymphocytes 991 1149 0.66 [-967.97 ; 651.84]

METHODES DIAGNOSTIQUES

Antigénémie (6) -

Culture virale ADN (4) -

Biologie moléculaire (PCR) (44) 100 (8)
CV initiale (copies/ml) 125245 34822 0.172 [-221496.78 ; 40770.78]
Pic de CV (copies/ml) 217090 547538 0.196 [-198250.61 ; 859147.00]
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Le délai moyen entre I'infection et la greffe etliarée moyenne de prophylaxie était plus
faible dans le groupe des patients résistantslamzarition d’'une infection a CMV sous prophylaxie

beaucoup plus fréquente (Tableau 5).

Tableau 5 : Caractéristiques pharmacologiques (bgdaxie, traitement curatif et

immunosuppression) des 2 groupes

Non Résistants P value ICa95%
résistants N=8
N=54

PROPHYLAXIE ANTI-VIRALE 52 8

VGCV 67.3 (35) 100 (8) 0.09

Durée moyenne (j) 106.5 £ 47 55.625 £ 19 0.00003 [29.55;72.29]

\(8% 30.8 (16) 0(0) 0.10 [0.658 ; INF]

Durée moyenne (j) 80.25 -

VGCV + VCV 1.9 (1) 0(0) 1 [0.004 ; INF]

Durée moyenne 62 -
Nb moyen changement de dose 1.19 0.875 0.32 [-0.3328; 0.9674]
Réplication virale sous prophylaxie 11.5 (6) 87.5(7) 0.00002 [0.0004 ; 0.19]
Délai entre greffe et infection (j) 173.11 62.25 0.0000003 [73.81;147.91]
Délai entre fin de prophylaxie et 87.9 48

Infection (j)

TRAITEMENT CURATIF INITIAL

Pas de traitement 7.4 (4) 0(0) 1 [0.0901 ; INF]
VGCV 68.5 (37) 100 (8) 0.09
GCV IV 20.4 (11) 0(0) 0.33 [0.3674 ; INF]
Données manquantes 3.7 (2) 0(0)
IMMUNOSUPPRESSION
MMF 94.4 (51) 100 (8) 1
Ciclosporine 50 (27) 25 (2) 0.26 [0.47 ; 32.43]
Tacrolimus 42.6 (23) 75 (6) 0.13 [0.023;1.58]
Certican 7.4 (4) (0) 1 [0.0901 ; INF]
Corticoides 70.4 (38) 87.5(7) 0.43 [0.007 ; 3.05]
Dose moyenne (mg) 14.6 19.6 0.58 [-25.80; 15.73]
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La figure 4 illustre le délai d’apparition enttmfection virale a CMV et la greffe pour
chaque patient en fonction de la découverte oudhare résistance virologique ultérieure. La
découverte de l'infection virale a eu lieu en mayeB?2 jours apres la greffe dans le groupe de
patients résistants contre 173 jours dans le grdagmatients non résistants (p=0.0000003).

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Figure 4 :Délai (jours) entre la greffe et la premiére infection virale a CMV, fonction de la

découverte ultérieure d’une résistance virologique ( ®)ou non (®)
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EVOLUTION EN CAS DE RESISTANCE VIROLOGIQUE

La résistance virologigue a été mise en évidenoesam délai moyen de 140 jours post

greffe (85 — 178 jours) ou 78 jours (54 — 104 gyapres l'infection initiale chez 8 patients.
Tous les patients ayant une résistance virolagpgouvée ont bénéficié tout d’abord :

v'd’uneadaptation de 'immunosuppressionconsistant en une diminution de 50% du
MMF dans 4 cas sur 8 voire d’'un arrét total darts 5iés cas ;

v/ ainsi que ddinstauration d’un traitement antiviral adapté . Le Foscarnet a été le
traitement instauré dés la mise en évidence d'é@sistance dans la totalité des cas,
relayé dans les formes les plus sévéres par uertrant par Maribavir. Dans 3 cas, un

traitement par IglV a été introduit en complément.

En date du dernier suivi :
v' 7 patients sur 8 ne présentent plus de symptonmgues en lien avec I'infection,
mais 1 patient décrit une neuropathie périphéritpgeemembres supérieurs imputables
au Foscarnet.
o Parmi eux, 6 ont encore un greffon fonctionnel, méirle patient SF a
présenté plusieurs épisodes de rejets aigus dedlslla
0 1 patiente est retournée en hémodialyse du faifettions urinaires a
répétition a germes multi-résistants
v' 1 patiente est décédée d'une co-infection respieatgpneumopathie a CMV et

pneumocystose pulmonaire.

Sur le plan infectieux :

v/ 2 patients sur 8 ont présenté un deuxiéme épisadéptication virale active :
0 La patiente DV n’a pas recu de nouveau traitemeratiéc compte tenu de
I'altération sévere de sa fonction rénale
0 Un traitement par Foscarnet puis par des IglV aétatroduit chez le patient
DG en assaociation avec une réduction profondeimeninosuppression

permettant une négativation de la PCR CMV.
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Patient

PA

LG

DF

BR

DV

DG

SF

69

Statut

D+/R-

D+/R-

D+/R-

D+/R-

D+/R-

D+/R-

D+/R-

D+/R-

Délai entre infection
a CMV et greffe

79

49

57

66

124

54

43

26

Clinique qd
Résistance +

Asymptomatique

Asymptomatique

Asymptomatique

Asymptomatique

Asymptomatique

Diarrhée

Diarrhée

Diarrhée

Délai entre
résistance et greffe

155

106

133

170

178

157

136

85

Prophylaxie
Drogue Durée
VGCV 83
VGCV 57
VGCV 63
VGCV 64
VGCV 67
VGCV 50
VGCV 41
VGCV 20

Traitement curatif avant

résistance

Drogues
(1ere,2éme
ligne..)
VGCV

VGCV

VGCV; GCV

VGCV

VGCV

VGCV, GCV, VGCV

VGCV, GCV et IGiV

VGCV

Durée
64
40j

45j; 29
103
53j
16j ; 25j;
55j

76j ; 6j

75

N MMF et N CS

N CS

N MMF et Tacrolimus

Stop MMF

Stop MMF

N MMF

Stop MMF,

N Advagraf et N CS

Stop MMF

Tableau 6 : Caractéristiques cliniques, lignes #pautiques et évolution des 8 patients présentaatrésistance virologique



Mutations

détectées
Patient UL 97 UL54 Adaptation thérapeutique Devenir clinique
PA + - Foscarnet (20j) Favorable
LG + - Foscarnet (29j) Favorable
DF + - Foscarnet (6j), puis Maribavir (30j), puis IgIV Favorable
BR + (-) Foscarnet (9j) puis passage réa IU a germe multiR,
pneumocystose pulmonaire +
pneumopathie CMV, déceés
DV + - Foscarnet (33j) puis IgiV Récurrence N°1 : diminution spontanée IU a germes multiR + abces de
PCR, pas de ttt compte tenu Créat élevée paroi récidivants,
HD
DG + + Foscarnet (33j) Récurrence N°1 : N Prograf et \ CS, Asymptomatique
ttt par Foscarnet (9j) + IglV
SF + - Foscarnet (19j), Maribavir (47j), reprise Asymptomatique
Foscarnet (40j)+ Artesunate (29j) + Igiv Rejet cellulaire
L + (-) Foscarnet (76j) puis IglV Neuropathie périphérique

(imputabilité Foscarnet)

Tableau 6bis : Caractéristiques cliniques, ligneérapeutiques et évolution des 8 patients préséntamrésistance virologique
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RESISTANCE CLINIQUE

Une résistance clinique, sans résistance virol@gpyouveée, a été identifiée chez 5 patients en
5 ans, soit chez 8.06 % (5/62) de notre échantéfares un délai moyen de 282 jours apres la

transplantation.

Pour ces 5 patients, I'adaptation thérapeutiquanaisté en :
v" Une diminution de I'immunosuppression dans 2 ca$su
v Une majoration des doses de VGCV dans 2 cas (augtimndes posologies PO dans un cas,
et passage a la forme IV dans l'autre),

v L’'absence de modification thérapeutique dans 1 cas.

Sur le plan virologique :
v L’évolution fut favorable dans la totalité des eaec une éradication virale compléte sous
traitement anti-viral bien conduit,
v" Des PCR CMV réalisées durant le suivi des patisois$ revenues positives (> 75 copies/ml)

chez 3 patients sur 5, avec une négativation spéeta

Sur les 5 patients suspects de résistance :

v Une patiente est décédée des suites d’'un canaechmrgpuimonaire de type neuro-endocrine
découvert en novembre 2010, soit un mois apréébatdie 'infection & CMV.

v Des carcinomes cutanés multiples ont été diagn@sgighez 1 patient.

v Une patiente a présenté plusieurs épisodes de eegets cellulaires ayant conduit & une
dysfonction chronique du greffon avec au derniérisun DFG selon MDRD mesuré a
13.26ml/min/1.73 ride surface corporelle. Me B est actuellement enscde bilan pour une
2°™transplantation.

v Deux patientes sont actuellement cliniquement agymatiques et n'ont présenté ni

infections opportunistes, ni épisodes de rejetgrdtfon.
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Patient

BM

BS

RT

MO

J

9

Statut

D+/R-

D+/R+

D+/R-

D+/R-

D+/R-

Tableau 7 : Caractéristiques cliniques, lignes #prutiques et évolution des

Délai entre infection
CMV et greffe (jours)

67

455

189

146

153

Symptomes initiaux

fievre + bicytopénie
(leucopénie,
thrombopénie)

Asymptomatique

Fievre + bicytopénie

Asymptomatique

Asymptomatique

Prophylaxie

Délai entre résistance Symptomes au Drogue Durée
clinique et greffe (jours) moment résistance
clinique

67 Fievre VCV 56
469 toux + fievre VCGV 190
206 Asymptomatique VGCV 164
485 Asymptomatique VGCV 123
182 Diarrhée VGCV 97

5 patients présemntamtrésistance clinique



€9

Patient

BM

BS

RT

MO

J

Tableau 7bis :

Traitement curatif avant suspicion résistance

Drogues

GCV

VGCV

GCV

VGCV

VGCV

Durée

14

6]

16

264j (discontinu)

6]

Adaptation thérapeutique

Poursuite GCV
Pas de modification des IS

Poursuite VGCV
N MMF

Poursuite GCV
N Prograf

Pas de modification

A VGCV

Devenir clinique

Carcinome cutanée

Rejet cellulaire,
Bilan 2eme greffe en cours

Cancer broncho-pulmonaire
Déces

Favorable

Favorable

Caractéristiques cliniques, ligneérapeutiques et évolution des 5 patients présenie résistance clinique



MORTALITE GLOBALE A 1 AN

La mortalité globale dans notre cohorte avoisigeS® % sur les 5 années, avec 13 patients

décédeés dans la premiere année post-greffe skBTegatients greffes.

Ce taux est de 12.5% dans le groupe de patientardts (1 décés sur 8 patients) contre
5.56% dans le groupe de patients non résistamtéd@s sur 54). Cette différence de mortalité rirdtte
pas le seuil de signification statistique (p =3).e méme, le taux de mortalité n'est pas plasél
dans le groupe de patients une infection & CMV @#@au taux de mortalité de la cohorte globale
(p=0.78).

REJETS DANS LA PREMIERE ANNEE POST GREFFE

On compte 34 épisodes de rejets dans la premi@éeaur les 237 patients greffés entre 2007
et 2011, soit 14.3% de notre cohorf@ans le groupe de patients non résistants, 8 tia@amss soit
14.8% ont présenté un épisode de rejet dans laignemnnée post transplantation, dont 75% étaient

des rejets cellulaires, contre un seul patieritlsbb% dans le groupe de patients résistants

Le taux de rejets dans la premiere année posipleartation rénale n’est pas significativement
plus élevé dans le groupe de patients résistantpa@ au groupe de patients non résistants (p = 1).
De méme, le taux de rejets chez les patients p#enne infection & CMV est similaire a celui

observeé dans la cohorte globale.
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DISCUSSION

INCIDENCE

L'incidence de la premiere réplication viraledans les 18 mois post greffe varie dans notre
série entre 15% et 29.7%. Il n'y pas de réelle aend sur les 5 années étudiées, le taux est
relativement stable si ce n’est en 2009 ou il edtement plus faible (15%). Ces chiffres sont en
accord avec ceux précédemment décrits ou lincieleast estimée entre 8 et 32% (14). Nous nous
sommes également intéressés a l'incidence d'ungiatea réplication virale toujours dans les 18
premiers mois de la greffe, et celle —ci n'est pégligeable car elle varie entre 2.5% et 13.5%guie
représente 22 patients sur les 237 greffés en ssaih 9.3% de la population. Ces chiffres sont en
accord avec ceux précédemment décrits ou l'incieleapportée de la récurrence de linfection a
CMV varie entre 6 et 31% (62) (65) (66). Dans nétade, le délai médian entre la transplantation et
le diagnostic initial d’infection a CMV est de 13durs (24-478 jours), avec dans 21% des cas, une
infection survenant sous traitement prophylactiqtes chiffres sont similaires avec ceux décritssdan
la cohorte francaise ou ce méme délai médian pesipdtients recevant un traitement prophylactique

est de 128 jours (6-465 jours), avec une réplinatimale sous prophylaxie dans 29% des cas (56).

L’incidence de la résistance au GC\est basée sur de nombreuses études rétrospegitives
varie entre 0,54 et 1% pour la population des piam$és rénaux. Ce taux s’éleve entre 2.6 et 5% si
I'on ne s'intéresse qu’aux patients D+/R- (67). Baotre étude, I'incidence de la résistance aux ant
viraux est plus élevée car elle varie entre 5%.208 quel que soit le statut sérologique vis-aelis
CMV. La résistance virologique a été confirmée dé@% des cas de suspicion de résistance (8
patients sur 13). La littérature rapporte un taumilaire d’environ 50% de résistance virologique
prouvee (56).

DIAGNOSTIC

Dans notre cohorte, 4 patients ont présenté, setodéfinitions utilisées pour notre étude, une
réplication active a CMV et non pour autant pastetiés. lls ont par la suite évolué spontanément
favorablement sans traitement anti-viral ni modifion de I'immunosuppression. Leurs charges
virales initiales étaient respectivement de 156%/21 3519 et 346 copies/ml. La question du seuil
virologique a partir duquel il est nécessaire danser un traitement spécifique reste entiére et ce

notamment chez le patient asymptomatique. Une éuteenationale, multicentrique a montré la
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variabilité inter-laboratoire dans la quantificatides charges virales, cette variabilité étant tdiau
plus marquée que la charge virale était basse G&)i rappelle l'intérét d’une uniformisation des
techniques de détection. Dans I'attente d’une statishtion de ces procédures, les recommandations
internationales actuelles préconisent aux centegsplanteurs d’utiliser une seule technique paur |

détection et la quantification du CMV et ce, damsiEéme laboratoire.

RESISTANCE CLINIQUE

Dans notre étude, la recherche de mutations aaé#¢ehn cas de résistance clinique : c’est-a-
dire soit en cas de persistance de signes enviamnlénfection virale, soit en cas de persistadaae
charge virale détectable sous traitement bien donda malgré une diminution de
immunosuppression. Dans la littérature, les tésises virologiques n’expliquent qu’environ 50%
des non réponses au traitement curatif (56). Desufacteurs doivent donc intervenir dans la non
réponse au traitement curatif, et notamment I'aatégt pharmacologique des anti-viraux, mais aussi

la réponse immunologique.

Concernant cette réponse immune, l'immunité a ntédiacellulaire (IMC) est plus
importante que I'immunité a médiation humorale dinsontréle de I'infection a CMV ; I'infection
entrainant une forte réponse cellulaire CD4+ et -€E outre, une corrélation entre les lymphocytes
CDA4+ et CD8+ spécifiques du CMV sécréteurs d’-Bt une protection contre une infection a CMV
apres transplantation a été établie (69). En 20€3ugh rapporte une fluctuation des taux dyré¥iez
les patients qui développent une infection symptaue, contrairement aux patients qui ne
développent pas d'infection ou bien qui présentdes réactivations asymptomatiques qui eux
présentent des taux stables d'{#F{¥0). De plus, une altération fonctionnelle desyphocytes T
CD8+ a été rapportée comme associée a une augioentdé la virémie (71). Le test
QUANTIFERON®-CMV est un test qui mesure I'MC spiégiie du CMV en mesurant par la
méthode ELISA la quantité d’IFNdans le plasma en réponse a une stimulation asémitopes bien
définis de plusieurs protéines du CMV. Ce testtagh que témoin de la réponse cellulaire T, pourrai
amener des éléments pour prédire la réactivatida cechute d’une infection a CMV, et permettre de
guider la réponse thérapeutique. Pour cela, urgeétwlticentrique, nationale est actuellement en
cours pour déterminer les valeurs prédictives idéelction a CMV du test QUANTIFERON®-CMV

durant la premiére année post-greffe chez lesrgatieansplantés rénaux R+.
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RESISTANCE VIROLOGIQUE

Sur le plan clinique, la symptomatologie principale moment de la mise en évidence de la
résistance virologique était une symptomatologieslive avec une diarrhée chronique pour 37.5% de
nos patients. Ces données semblent différer desced la littérature ou la majorité des patients po
lesquels une résistance virologique est mise etefge sont symptomatiques, avec une présentation

essentiellement gastro-intestinale (72).

La charge virale initiale ne semble pas reflétatdnsité et I'étendue de la maladie, méme si &gd
virale initiale moyenne de nos patients symptonesgétaient de 87578 copies/ml alors que celle des
patients résistants asymptomatiques étaient de 3@fgies/ml. Cette différence n’est pas
statistiguement significative. Eid rapporte égadatmune non corrélation entre les taux de charges
virales initiaux observés et la symptomatologieiglie (72). En cas de maladie & CMV, les variations
de charge virale ne seraient pas un bon marquela gonse thérapeutique. Il serait nécessaire de

répéter les prélevements histologiques afin desstas de I'éradication virale.

MUTATIONS

Une mutation UL54 a été découverte chez 25% depatients résistants en association avec
une mutation UL97. Ces données sont similairesllasceapportées par Hantz et al. dans sa cohorte

frangaise ou le taux de mutations associées ex2.20.

Prés de 80% des mutations de pUL97 portent swadieies aminés 460 ou 520 ou sur la région 590 a
607, qui correspond a la région d’interaction aleeGCV (73). Ces données sont en accord avec les

mutations décrites chez la totalité de nos patients

FACTEURS DE RISQUE DE L’EMERGENCE DE RESISTANCE

Comme précédemment rapporté, le principal facteurisque d'émergence de résistance
retrouvé dans notre étude dststatut sérologique D+/R-(56) (60) (67). Le groupe de patients
résistants malgré son faible effectif est uniquencenstitué de patients dont le statut sérologiegte

D+/R-. Les patients avec un statut D-/R- sembléetlés moins a risque.

L'utilisation de serum anti-lymphocytaire en induction semble également étre en faveur de
I'’émergence de résistance bien que non statistignemignificatif dans notre étude. Cette donnée

reste a interpréter avec prudence du fait de ldefgiroportion de patients dans le groupe résistant
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Néanmoins, alors que certaines études ne rappgtentde lien de causalité entre les deux (56),
certains auteurs rapportent comme facteur de eistjinfection & CMV I'utilisation de SAL ou
d’anticorps monoclonaux anti-CD3 en traitement diction ou pour le traitement d’'un rejet aigu

cellulaire cortico-résistant (74).

Un autre facteur décrit comme influencant I'émergede résistance est tge de stratégie anti-

virale : approche pré-emptive versus approche prophglaetiDans sa cohorte bordelaise, Couzi a
montré qu’une stratégie pré-emptive chez les tlangfs rénaux a risque (D+/R-) était associée a un
plus grand risque d’émergence de résistance (52pshotre centre, la stratégie utilisée est un
traitement prophylactique universel pour I'ensent#s patients a risque c’est-a-dire tous les geffé

rénaux a I'exception des D-/R-. Ce facteur deugs’a donc pas pu étre étudié.

Cependant, une donnée pertinente ressort de riatte gles patients résistants présenteaet
infection a CMV sous traitement prophylactiquedans la quasi-totalité des cas, d’ou un délaieentr
la transplantation et I'infection beaucoup plusrt@omparé aux patients non résistants. Le fait que
les patients répliquent sous prophylaxie évoqueremier lieu un sous dosage en VGCV. En effet, le
lien entre 'émergence de résistance et le sousgaosn anti-viral a été démontré a plusieurs repris
(59). Dans l'étude ORVAL, les doses réduites de WG&aient dues soit a I'apparition d’'une
neutropénie chez 10% des patients, soit a une ns@uadaptation posologique a la fonction rénale.
Cependant, dans notre cohorte, la dose de VGdigéaatichez ces patients au moment de l'infection
était en accord avec la fonction rénale dans Sorn3 (450mg par jour dans 3 cas, 450mg tous les 2
jours dans 3 cas et 450mg 2 fois par semaine daas)lLe sous dosage en anti-viral ne semble pas
étre lié a 'émergence de mutants résistants. Dg, phnalyse du traitement prophylactique avant le
début de l'infection montrait une bonne adéquatleria posologie a la fonction rénale. On ne peut
pas en revanche exclure un comportement intratagbu différent du GCV chez les patients
résistants. En effet, la protéine MRP4 (multidragistance protein), protéine transmembranaire de la
famille des protéines ABC (ATP-binding cassettetgins), joue trés probablement un réle dans
I'efflux des antiviraux hors de la cellule. Le G@¢ét connu, depuis plus de 10 ans, comme étant, in
vitro, un substrat de MRP4. Sa rétention cellul@treson accumulation sont donc fortement en lien
avec cette protéine. La surexpression de MPR4éesitd par Adachi comme entrainant une résistance
au GCV (75). Plus récemment, Billat et coll ontdiule réle éventuel de polymorphismes de MRP4
dans les effets indésirables du GCV. Le variagiglie MRP4 rs11568658, couplé a une diminution
de l'activité MPR, était associé a un risque ptlapartant de neutropénie suggérant une accumulation
de GCV dans les polynucléaires neutrophiles (BillaTDMCT, 2013).

Dans notre cohorte, 'émergence de résistance pa&sten lien avec ungharge virale élevée au

diagnostic, ni avec des pics de charge virale ialiés importants. Cependant, plusieurs études
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semblent démontrer le contraire. Boivin et al (@Dt rapporté une tendance a I'émergence de
résistance chez des patients avec une charge iiitidde supérieure a 10 000 copies/ml. De méme,
Couzi rapporte un lien entre émergence de résistahqic de charge virale au-dela de 5.25log
copies/ml (52). Cette différence peut étre en pagkipliquée par les différences de définitionseet d
seuils utilisés dans les études. En effet, nouasapds pour seuil une charge virale supérieuréQd 1
copies/ml pour retenir le diagnostic de réplicatirale active. Le traitement curatif était alangié

ou non fonction du praticien en charge du patietnde I'ensemble des paramétres clinico-biologigues
alors que dans leur cohorte bordelaise, le trai¢régit instauré au-dela de 2000 copies/ml. Le fai
d’avoir une charge virale maximale élevée dans tgoupe de patients résistants peut étre le fait

d’une réplication importante devant un retard dansation d’un traitement curatif.

Le choix du traitement anti-viral initial ne semble pas étre associé avec I'émergence d’une

résistance (48).

TRAITEMENT

Le VGCV et le GCV IV sont tous deux recommandésrpedraitement de la maladie a CMV
modérée. Le traitement oral est moins contraigpant le patient et évite les effets indésirablés &
I'utilisation de la forme IV (veinite, sepsis a pbide départ cutané...). Cependant, en cas de maladie
tres sévere ou en cas de symptomatologie digestesociée, l'utilisation du GCV IV est
recommandée. Peu de données pharmacocinétiquedigomibles quant a I'utilisation du VGCV en
cas de maladie gastro-intestinale. Une donnée tapter est I'utilisation de doses adéquates de ces
médicaments, en adaptant les posologies a la éonodinale du patient. Un sous dosage peut induire
d’'une part une non réponse clinique, et d’autre faaoriser I'émergence de résistance virologique
(54). Malheureusement, a I'heure ou ['utilisatioa & formule MDRD est majoritaire, les études
pilotes pour le dosage des anti-viraux (en traitgrpeéventif ou curatif) se sont basées sur la item
de Cockcroft et Gault.

Le traitement curatif des patients présentant essstance virologique est long et complexe, donnant
lieu a une succession de lignes thérapeutiquesurfuessai controlé n'a défini la stratégie
thérapeutique a adopter en cas de résistanceudirtg virologique. Pour aider le clinicien dans sa
démarche thérapeutique, une recommandation d'expefaboré un algorithme thérapeutique (Figure
5) (76). Un point essentiel est la bonne adaptgimsologique des traitements utilisés afin de émit
'émergence de résistance. En association auvernaitt curatif, une mesure essentielle est la

reconstitution immunologique qui passe par I'alldgat de 'immunosuppression.
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En cas de résistance conférant un haut degré dstaréee au GCV, l'utilisation du Foscarnet est

recommandée. L'utilisation du Cidofovir, limitée €ait de sa néphrotoxicité, est a réserver en eas d

résistance croisée au GCV et au Foscarnet.

Suspect drug resistance if cumulative GCV exposure >6 weeks
and treatment failure [1] after >2 weeks of ongoing full dose iv. GCV

I Decrease immunosuppressive therapy if possible I

l

Severe disease present I

R

FOS (add

Full or high dose (2]
or switch) GCV

|

| Assess genotypic resistance data: UL97 I -+

|

|

!

GCV = ganciclovir; FOS = foscarnet; CDV = cidofovir
[1] Symptomatic disease or viral load not improving
[2] Full dose GCV = 5 mg/kg bid i.v.

High dose GCV = 10 mg/kg bid i.v.

(adjust doses for renal function)

Assess ULS4 genotype

UL97 mutation for 25x UL97 mutation for <5x | No UL97 mutation |
GCV ECS0 GCV EC50 l
High dose (2] GCV i.v. GCV full dose

Optimize host factors

!

Switch to or yes UL54 GCv-CDV No ULS4
keep FOS mutation mutation
l lnc N
UL54 GCV-CDV Switch to, or
| If not improved viral load/disease after 3 weeks | —> mutation —> keep FOS
l uL54 FOS High dose [2] GCV
[ Repeat genotypic testing to include UL97 + UL54 | I > mutation ) + (FOS or CDV)

!

Consider alternative or
experimental therapy

Figure 5 : Conduite a tenir thérapeutique en cagé@sstance virologique (recommandation d’experts)

Le réel bénéfice des autres traitements adjuvalggjtie les IglV n’est pas encore clairement

démontré. Leur utilisation est limitée dans laéhtiture a des formes séveres de maladie a CMV

incluant des pneumopathies nécessitant le recolarge@ntilation mécanique ou a des souches virales
résistantes au GCV (77) (78).

Dans des études récentes, I'utilisation d’inhibitde mTOR est associée a une diminution du

nombre d’infections & CMV dans une population digepés transplantés d’organe (79) (80). Une série

de cas brésilienne rapporte I'intérét de I'utilisa des inhibiteurs de mTOR couplée au traitdmen
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par Foscarnet en cas de résistance au GCV (819.rBaemment, une autre série rapporte l'issue
favorable de 2 patients greffés infectés par uners® de CMV résistant avec le switch inhibiteur de

calcineurine-inhibiteur de MTOR sans autre tragetadjuvant (82).

Le Léflunomide est un immunosuppresseur utilisé principalememnisda traitement de la
polyarthrite rhumatoide. In vitro, il a la propgéd’inhiber la formation des nouveaux virions
synthétisés et d’exercer ainsi une activité anti\CNde plus, différents essais ont montré quinovitr
le Léflunomide est aussi bien actif sur les soud®esibles que sur les souches virales résistantes
GCV (83). Cependant, son utilisation en pratiquaiglie est encore limitée et rapportée dans un
faible nombre de cas cliniques ou d’études rétispmes (84) (85). Il semble étre une alternative
intéressante, seul ou en association avec d’atltggapeutiques, du fait de son faible colt et de sa
bonne biodisponibilité orale mais les indicationéqgises et les effets au long terme de ce médidamen

restent encore a déterminer.

Lesflavonoidessont des molécules naturelles présentes notanoaestles fruits, le miel, le
thé et qui sont principalement connues pour letivige anti-oxydante. Plusieurs flavonoides sonadé
connues comme pouvant inhiber la réplication déaoes herpés virus (86). Récemment, Cotin et al
ont démontré in vitro les propriétés anti-CMV ddl&/anoides (baicalein, quercetin et naringenin)
(87).

Dans les années 70, un vaccin vivant atténué d'dbiet d’essais cliniques. N'ayant pas
permis d’obtenir une protection vaccinale signifiea et durable, les projets de vaccination se
tournent vers I'utilisation de vaccins recombinautsisant la glycoprotéine gB indispensable a la
pénétration du virus dans la cellule. En 2009, égeipe américaine a publié un essai de phase |l
évaluant I'efficacité d’un vaccin contenant uneoglgrotéine B d’enveloppe recombinante & 50% dans

une population de femmes séronégatives (88).

MORBI-MORTALITE

Méme si notre effectif est trop faible pour metiree différence en évidence, ces observations
montrent bien I'importance du traitement bien can@ét de I'éradication virale afin de limiter les
effets directs et indirects du virus sur I'organgset le greffon. En effet, dans différentes sétetux
de déces dans les 2 ans post greffe des patigissarés avoisine les 20% (67)(72), bien que les
causes ne soient pas toujours en lien direct av€&MV. Dans notre étude, le taux est plus faible
puisque calculé & 12.5% dans le groupe de patiésistants, mais ce taux de mortalité est le taux

observé dans la premiére année post transplantation
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Les mauvais résultats a long terme de ces patiemisaussi le fait de perte de fonction du
greffon. Des associations entre infection & CMglemérulopathie d’allogreffe ont précédemment été
suggérées (89) (90). Dans notre étude, 12.5% demisarésistants (soit 1 patient) ont présenté un
épisode de rejet cellulaire mais avec un greffaosnfonctionnel, et 1 seule patiente est retouemée
hémodialyse, la perte de fonction de son greffadtamt pas en lien directement avec l'infection a

CMV, mais avec des infections urinaires hautegatiton.
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CONCLUSION

La résistance du CMV aux anti-viraux est un sujgtial en terme de transplantation rénale,
d’une part du fait de son incidence non négligeal#eses difficultés de prise en charge thérapeaitiq
et de part ses conséquences a la fois sur la mmtialité des patients et sur le greffon en lui-raém
Le principal facteur de risque décrit dans notredétest le statut sérologique D+/R-, facteur déja
décrit & de multiples reprises dans la littérat@ieaucun autre facteur de risque n’'a pu étre mis e
avant, devant la faible proportion de patientsstasits, une notion importante ressort de notreeétud
I'apparition d’'une infection & CMV est beaucoupgftequente durant la période de prophylaxie dans
le groupe de patients présentant une résistancgigue, d'ou un délai beaucoup plus court entre
l'infection et la greffe. La réplication virale damt la période de prophylaxie ne semble pas en lien
avec un sous dosage du traitement anti-viral datre gohorte. L’idée d’'un polymorphisme génétique
des transporteurs membranaires du GCV pourraitiqaer les variabilités inter-individuelles de
réponse au traitement. Concernant les mutatiorsredss, si les mutations UL97 sont décrites pour la
totalité de nos patients, les mutations UL54 nd pas rares. Elles sont importantes a connaitre car
elles sont souvent a l'origine d’'une résistancasé aux anti-viraux. Le traitement curatif semble
organiser autour de deux points fondamentaux raiteiment anti-viral bien conduit et la réductian d
limmunosuppression. Des recommandations d’expentsrécemment été publiées afin d'aider le

clinicien & prendre en charge au mieux les patjgrésentant une résistance virologique.
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Objectif : Déterminer I'incidence de la résistance virotpgs & 18 mois post greffe dans une cohorte
de patients transplantés rénaux, ainsi que d’iflentes facteurs de risque d’émergence de résistan
et 'impact des résistances sur la morbi-mortalité.

Matériels et méthodes Etude rétrospective monocentrique menée syrdtents transplantés rénaux
entre le 1 janvier 2007 et le 31 décembre 2011 au sein du @elUimoges, et présentant durant les
18 mois post greffe une infection virale a CMV.

Résultats: Sur les 237 patients transplantés durant laogérétudiée, 62 ont présenté une infection
virale a CMV. L’incidence de linfection variait &e 15% et 29.7% par an. L'incidence de la
résistance variait quant a elle entre 5 et 8.2%sthtut sérologique D+/R- restait le principal éot

de risque retrouvé (p=0.0006). L’infection a CMVpapaissait plus précocement dans le groupe de
patients résistants (62.25 jours versus 173.11jquE=0.0000003), la réplication virale apparaissan
dans 87.5% des cas sous traitement prophylactique.

Conclusion: La résistance aux anti-viraux est un enjeu fhgutique majeur en transplantation rénale,

afin de limiter les effets directs et indirectsudus sur I'organisme et le greffon.

Mots clés :CMV, transplantation rénale, résistance virologiquatation, résistance clinique.

Objective: To determine the incidence of viral resistanceni@ths post transplant in a cohort of
renal transplant patients and to identify risk éastof emergence of resistance, and the impadtaif v

resistance on morbidity and mortality.

Materials and methods single-center retrospective study conducted ondy transplant patients
with post-transplant viral CMV infection in the B8onths post transplant between 1st January 2007
and 31th December 2011 in the University Hospitdlimoges.

Results Of the 237 patients transplanted during the sfpelyod, 62 showed a viral CMV infection.
The incidence of infection ranged between 15% a&d% per year. The incidence of resistance
varied between 5% and 8.2%. Serostatus D+/R- resdatre main risk factor found (p=0.0006). CMV
infection appeared earlier in the group of resistpatients (62.25 days versus 173.11 days,

p=0.0000003), viral replication occurring in 87.%¥%cases during prophylactic treatment.

Conclusion Resistance to anti-viral therapy is a major @raje in renal transplantation in order to

reduce the direct and indirect effects of the visaghe organism and the graft.

Keywords: CMV, renal transplantation, viral resistance, atigin, clinical resistance.
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