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1.- Historia

El torque teno virus se identific6 por primera vez en el afio 1997 en el suero de
un paciente japonés con hepatitis post transfusional no asociada a los virus de
la hepatitis A-G(1). Para esta identificacion se utilizé la técnica del analisis de
representacion diferencial utilizando como driver el suero del paciente
transcurridas dos semanas de una intervencién quirargica y como tester el suero
de este mismo paciente trascurridas ocho semanas desde la cirugia, momento
en el cual el paciente tenia unos valores ALT de 180 Ul/L. Los amplicones
generados se clonaron en la bacteria E. coli TGl y se secuenciaron
obteniéndose un total de 36 clones, de los cuales 9 eran similares entre si. A
partir de la secuencia homdéloga de estos 9 clones se sintetizaron unos primers
con los que se desarroll6 una PCR que se utilizd posteriormente en los dos
sueros del paciente en cuestion, detectandose el ADN objetivo Unicamente en la
muestra correspondiente al periodo de hepatitis aguda de este paciente indice.
A este clon se le denomind N22 (2) y corresponde a la primera deteccion
documentada de TTV

Para dilucidar si se trataba de un clon de ADN o ARN, se someti6 a PCR
utilizando los primers que se habian deducido del N22, una de las
amplificaciones antepuesta por una transcripcion reversa, obteniendo en ambos

casos la misma intensidad de sefial lo que indicaba la naturaleza ADN de N22.

Como el clon se obtuvo a partir de una muestra de suero de un paciente, se quiso
demostrar que éste no pertenecia al material genético del propio huésped para
ello se disefid una PCR con los primer del N22 que se utilizaron para amplificar
4 muestras de ADN gendémico humano, la falta de resultados atestigu6 que el
origen de la particula no era humano. La naturaleza viral de este clon se
demostré mediante fraccionamiento en un gradiente de densidad de sacarosa.
El ADN con la secuencia de N22 aparece en una fraccion con un pico de 1,26
g/cm3. El hecho de que la densidad de la particula viral no variara cuando ésta
se traté previamente con Tween 80 indicaba que se trataba de un virus no
envuelto. Ademas, la fraccion de ADN de N22 fue resistente a la digestion por
ADNsa | a diferencia del ADN extraido del plasma del mismo paciente, esto podia

indicar que el ADN de N22 estaba protegido por la cubierta de un virus putativo.
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A este virus en una primera instancia se le denominé TTV, en honor al nombre

del paciente del que habia sido identificado. (2)

El género Anellovirus se creo a finales del afio 2001, entonces no pertenecia a
ninguna familia. EI género Anellovirus se eligio por el término en latin Anello, que
significa anillo, por la naturaleza circular de su genoma. Los virus identificados
hasta esa fecha se denominaron torque teno virus sustituyendo al nombre TT
virus o Transfusion transmitted virus. Finalmente, el género Anellovirus se
describe por primera vez en la octava edicion del informe del International

Committee of Taxonomy of Viruses (ICTV), publicado en el afio 2004. (3)

2. Descripcion y taxonomia

El torque teno virus, del latin torques y tenuis, collar y delgado respectivamente,
es un virus de pequefio tamafio, entre 30 y 50 nm, de ADN de cadena sencilla
(ssADN), desnudo y capsulado perteneciente a la familia Anelloviridae. Los virus
de ssADN son los patégenos ADN capsulados mas pequefios que infectan a

organismos eucariotas.

Entre los afios 2015 y 2017 se resolvi6 la agrupacion de estos virus de ADNss
conocidos como CRESS virus -replication initiator protein (Rep) encoding single
stranded ADN-. Actualmente se establecen 13 familias, de las cuales 11
contienen el ADN circular y dos, Parvovirudae y Bidnaviridae, ADN lineal. De
estos 11, siete infectan a células eucariotas. Ellos son Anelloviridae,
Bacilladnaviridae, Circoviridae, Geminiviridae, Genomoviridae, Nanoviridae y

Smacoviridae. Sélo los anellovirus poseen el ADNss de polaridad negativa. (4)

Todos ellos se caracterizan por poseer una gran capacidad de recombinacion y
unas ratios muy elevadas de sustituciones nuceotidicas, aproximadamente 1,2 x

10 sustituciones por sitio y afio, equiparable a los virus ARN. (5)

La familia Anelloviridae no tiene un orden designado y se agrupa, junto con otras
85 familias, en el orden unassigned del Comité Internacional de Taxonomia de
Virus, del afio 2016. Se compone de 12 géneros, los cuales se enumeran en la

siguiente tabla:
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Tabla I-I- Géneros comprendidos dentro de la familia Anelloviridae

Familia Género

Alphatorquevirus

Betatorquevirus

Deltatorquevirus

Epsilontorquevirus

Etatorquevirus

Gammatorquevirus
Anelloviridae

Gyrovirus

lotatorquevirus

Kappatorquevirus

Lambdatorquevirus

Thetatorquevirus

Zetatorquevirus

Dentro del género Alphatorquevirus se engloban al menos 29 especies, lo cual
corrobora, como antes comentabamos, la alta tasa de heterogeneidad del virus.
Se diferencian mediante el analisis de la secuencia nucleotidica de ORF-1 en su
totalidad, siendo el valor umbral de discrepancia entre secuencias, que permite
diferenciar entre las especies es del 35% (6). Los géneros Beta- y
Gammatorquetenovirus estan compuestos por virus con un genoma de menor
tamafio respecto al genoma del prototipo (torque teno virus), estos virus
conservan la estructura genomica de los anellovirus, —que se caracteriza por una
region codificante principal denominada ORF-1, una region ORF-2 superpuesta
y otros ORF, y una regién no codificante que contiene una zona rica en GC- pero
con una regién no codificante de mucho menor tamafio. A estos virus, que
también producen infecciones cronicas en humanos y cuya diversidad respecto
a TTV no corresponde solo a la secuencia nucleotidica sino también al tamafio

de su genoma, se les denomina torque teno minivirus y torque teno midivirus; el
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tamafio de su genoma es aproximadamente de 2.200 y 3.200 nucledtidos

respectivamente. (7)

Previamente a esta clasificacion que acabamos de comentar, se agrupo los
aislados humanos de TTV en cinco genogrupos principales, con diversos
genotipos cada uno. El principal interés de esta clasificacion radicaba en la
capacidad variable de las diferentes técnicas de PCR para amplificar cada uno
de estos genogrupos, las posibilidad de coinfecciones asi como la distribucién

sociodemogréfica de cada uno de ellos, que aun esta por determinar(8)

3. Caracteristicas del virus, estructura y replicacion

3.1 Cépside viral

TTV es un virus desnudo y capsulado. Su cépside se dispone con una simetria
icosaédrica tipo T=1, con un diametro aproximado de 30-32 nm. Esta compuesta
por 60 proteinas de la capside que forman 12 capsémeros pentaméricos, tal y

como se muestra en la figura:

T=1 icosahedral capsid protein

T=1

T=1 icosahedral capsid is composed of 12 pentameric capsomeres for a total of 60 capsid proteins.

3.2 Genoma
TTV posee un genoma circular de cadena uUnica y polaridad negativa cuyo
tamafio varia entre diferentes aislados entre 3,6 y 3,9 kb. El genoma viral se
puede dividir en dos regiones principales: la region no codificante (URT), con un

tamafo aproximado de 1,2 kb., y una region codificante de aproximadamente
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2,6kb. El genoma viral también contiene una region rica en GC (89-90,6%). La
region URT es la mas conservada y se cree que desempefia un papel regulatorio
en la replicacion viral, mientras que en la region transcrita destacan dos marcos
abiertos de lectura ORF-1 y ORF-2 comunes a TTV, TTMV y TTMDV. Ambos
ORF tienen un alto nivel de divergencia, de entre un 47% y hasta un 70% en la

secuencia de aminoacidos de los péptidos que codifican. (9) (FIGURA L.I)

Figural.l: Representacion del
genoma viral de torque teno
virus, con cuatro marcos
abiertos de lecura (ORF)
parcialmente superpuestos y
una zona no codificante
(URT) comin comuna regién
rica en guanosina-citosina
(GC)

Anellovirus

3,8Kb
Los ORF se superponen

parcialmente y su tamafo

difiere entre diferentes

aislados. Codifican al
menos entre 5 y 7
proteinas cuyos tamafos varian entre los 12 y hasta los 80KDa y se expresan

via iniciacion translacional alternativa.

Probablemente ORF-1 codifica la proteina putativa de la capside viral, asi como
una proteina asociada a la replicacion de los anellovirus. Por su parte, la region
ORF-2 codifica una proteina que se cree puede interferir con la actividad de los
linfocitos B mediante la supresién de la translocacion del factor NF-kB al
nacleo (10) y que contiene wuna secuencia altamente conservado,
WX7HX3CXCX5H, ubicado en su region N terminal. En el caso de TTV, ORF-3
codifica una proteina con un dominio C terminal rico en serina capaz de generar
diferentes sitios de fosforilacién y que puede desempefiar un papel importante

en la cronificacion de la infeccion(6).

Aungue los mecanismos exactos de replicacion y expresion del genoma no estan
del todo dilucidados, se han detectado al menos tres ARNm de 2,9, 1,2,y 1,0 KB

respectivamente en diferentes érganos y tejidos. Estos ARNm se transcriben a
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partir de una de las cadenas, la de polaridad negativa, que componen el ADN de
doble cadena generado de manera transitoria en el proceso replicativo de TTV.
Asi pues, el genoma de TTV se replica mediante un intermediario de doble
cadena que codifica cuatro proteinas, ORF1 (que podria corresponder a la
proteina Rep de los virus CRESS), ORF 2, ORF 3 y ORF 4. Las proteinas se

expresan por splicing alternativo del ARN mensajero. (11)

3.3 Replicacion
TTV depende de la maquinaria celular para su propia replicacion, por ello el virus
infecta a células que se estan dividiendo o induce a estas a entrar en fase de
sintesis (Fase-S). Del analisis de la secuencia de ORF-1 se deduce que el virus
no utiliza una polimerasa propia para su replicacion. No se conoce el mecanismo
exacto de replicacion del virus, sin embargo, se cree que lo hace de manera
anéloga a otros virus ADNss como los circovirus mediante unas proteinas con
un patrén definido conocidas como “Rep motif” mediante un mecanismo
conocido como rolling circle replication. Estas proteinas interactian con
proteinas de la propia célula huésped para inducir la replicacién del virus
mediante la unién de éstas a una region altamente conservada en la UTR,

proxima a la caja TATA. (12)

Las proteinas rep contienen dos dominios, uno hidrofébico, rico en histidina con
actividad endonucleasa en el extremo N-terminal, y otro dominio con actividad
helicasa en la regién C terminal, el primero de los cuales es esencial para la
iniciacidén y terminacién, mientras que el segundo participa en la elongacion, todo

ello durante el proceso replicativo (4)

3.4 Tropismo viral
TTV esta presente en diferentes 6rganos y tejidos. Se ha detectado en tejido de
pulmén, higado, médula 6sea o rifiones entre otros. Sin embargo, se cree que
los linfocitos son el principal nicho replicativo del virus y que, aunque éste se
haya detectado en los diferentes 6rganos, su presencia pudiera deberse a la
invasion de estos tejidos por parte del sistema inmune, pero que la replicacion

realmente solo se produce en CMSP. Esta hipétesis ya fue postulada en el afio
-8-



2002 por Kikuchi et al. (13) que, de manera indirecta, puso de manifiesto la
replicacion del virus en médula 6sea y la ausencia de ésta en los hapatocitos de

un paciente de 37 afos que ingreso por hepatitis con ictericia en Japén, en 1992.

Maggi et al. y Mariscal et al. (14) (15) demostraron la capacidad de replicacion in
vitro del virus en CMSP estimuladas con PHA. De ahi se derivo la hipétesis de
que las células hematopoyéticas podian ser la principal fuente del TTV circulante
en los pacientes infectados. Como ya hemos comentado, parvovirus, circovirus
y otros virus de ADN de cadena sencilla requieren que la célula huésped esté
multiplicAndose activamente para una replicacion productiva. Este hecho ocurre
de manera analoga con TTV (12, 13) El papel fundamental que desempefian los
linfocitos en la replicacion viral se demostré6 mediante la monitorizacién del ADN
del virus en plasma de pacientes sometidos a trasplante hematopoyético (16),
(17). Focosi et al. (18), con el fin de corroborar estos hallazgos preliminares,
estudié de manera prospectiva la ADNemia de TTV en muestras de plasma de
70 pacientes sometidos a trasplante renal o pancreatico durante la induccion de
la inmunosupresion tras el trasplante, para lo cual se utilizé timoglobulina o
basiliximab, ambos farmacos depleccionantes de linfocitos T. El marcado
descenso en los niveles de TTV se relaciond, o con la destruccion de los
linfocitos T, o con el bloqueo funcional de estos ocasionado por los farmacos,
demostrando que los Linfocitos T funcionales son cruciales en el mantenimiento

de la viremiade TTV.

4. Prevalenciay transmision

La prevalencia del virus en la poblacién general es muy alta, alcanzando niveles
superiores al 95% en la mayoria de los casos, y es independiente del sexo y del
estado socioeconomico (7). Atendiendo a fuentes epidemiologicas, se cree que
dos terceras partes o0 mas de la poblacion global es portadora de TTV en plasma,
siendo TTMV y TTMDV mas ubicuos. Los genogrupos aparentemente mas
prevalentes son el 1 y el 3, mientras que el que se halla con menor frecuencia
es el genogrupo 2 (19). De estos hallazgos podriamos concluir que no existe
una distribucibn homogénea entre los diferentes genogrupos en la poblacion
general. Tanto si esta afirmacion es correcta, cuanto la posible distribucién de

los posibles genogrupos, asi como si éstos varian en funcion de la edad o el
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estado de salud de los pacientes, es algo aun por determinar. Este fendmeno
podria deberse simplemente a que las técnicas de amplificacion empleadas por

los diferentes grupos no son las mismas.

El virus se adquiere a edades tempranas. Ademas de la via parenteral, el virus
se puede trasmitir de diferentes maneras. Se ha demostrado la excrecion del
virus en heces, adquiriendo por tanto la via fecal-oral una gran relevancia como
posible via de trasmisidén. Otra via principal de trasmision es la via materno-
fetal(20). También se ha postulado la via respiratoria como medio de trasmision
del virus. Maggi et al., con el fin de estudiar en las nuevas infecciones el lugar de
replicacion inicial del virus antes del desarrollo de una infeccidén sistémica,
cuantifico ADN viral en muestras respiratorias de nifios con enfermedades
respiratorias agudas en el momento del ingreso en el hospital. Demostré que
existe una alta cantidad de virus en muestras de aspirado nasofaringeo y que el
virus es capaz de replicarse activamente en las vias respiratorias altas,
sugiriendo con esto que la respiratoria puede ser también una via importante de
difusién del virus. (21). La deteccion del virus en la saliva, las secreciones
genitales, las lagrimas, la piel y los foliculos pilosos implica la probable existencia
de otros medios de difusion(22) (23).

Tras entrar en contacto con el virus, por via parenteral o a través de las mucosas,
éste se vuelve detectable en plasma en el plazo de unas pocas semanas. El
resultado mas frecuente es una infeccion de tipo crénico con valores detectables
en plasma de TTV de por vida. De hecho, se cree que aquellos pacientes que
han tenido contacto con el virus y en los que no se detectan valores en plasma,
tienen ADNemia por debajo del umbral de deteccion de la técnica analitica y no

han resuelto la infeccién.(20)

Los niveles de ADN de TTV en plasma varian ampliamente entre individuos. La
ADNemia del virus abarca valores comprendidos entre 102 y 10° copias/ml.
Generalmente los valores de TTV dentro de un propio individuo se mantienen en
niveles relativamente estables, aunque pueden sufrir fluctuaciones bruscas que

podrian estar ocasionadas por la sobreinfeccion de otra especie de TTV (24)
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El virus se replica activamente en las personas infectadas, aproximadamente
1019 0 10 virus se producen diariamente y a su vez practicamente todos ellos
son eliminados del plasma con esa misma frecuencia, lo cual indica que existen
santuarios de replicacion activa del virus en el organismo como pueden ser las
CMSP. La vida media del virus en plasma es aproximadamente de 4 horas (25)
(26)

5. El viromay los anellovirus

El gran desarrollo de las técnicas de biologia molecular ha revolucionado
conceptos fundamentales de la virologia, como son la complejidad de las
interacciones de los virus con el hospedador y su gran relevancia como parte del
microbioma. Ha quedado atras el concepto reduccionista de la presencia o
ausencia de un supuesto patdgeno como agente causal de una enfermedad que
obvia la relacion cruzada de estos con el sistema inmune, su importancia en la
maduracion y la inmunotolerancia, asi como su influencia en la funcionalidad
inmunoldgica en diferentes enfermedades. En la actualidad se cree que el 45%
de los virus que pueden afectar a mamiferos se encuentran en personas sanas.
Existe una fluctuacion constante en la composicion de esta poblacion de virus en
diferentes partes del organismo que se consideran como parte del microbioma
(27). El efecto de estos virus en la sangre de individuos sanos o enfermos no
esta dilucidado aunque, como se demuestra en el estudio de De Valmink et al.
(28), ocupan la fraccion mayoritaria del viroma sanguineo y, de entre estos, los
anellovirus suponen aproximadamente el 70%, pudiendo desempefiar una
funcidn fisiolodgica en el organismo. Se ha despertado un gran interés por el modo
de interaccion del virus con el sistema inmune, asi como el resultado ultimo de
esta interaccion en la funcionalidad de éste. Asi pues, se ha comprobado en
modelos in vitro la capacidad de TTV para evitar, mediante la proteina codificada
por ORF-2, la translocacion del factor nuclear NFkB y con ello evitar la expresion
de mediadores proinflamatorias tales como la IL-6, IL-8 y la ciclooxigenasa-2.
También se ha puesto de manifiesto la capacidad del virus para estimular el
sistema inmune por la presencia en su material genético de dimeros citosina
guanosina (CpGs) que pueden ser reconocidos por las células del sistema

inmunitario y estimular la produccion de INF-a y otros mediadores
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proinflamatorios (29). En el otro sentido, puede resultar de mucho interés
estudiar la influencia del sistema inmune en la dinamica de estos virus en
diferentes 6rganos o tejidos pudiendo, tanto la cuantificacion del virus en plasma
cuanto la cinética de este en muestras consecutivas de un paciente dado, ser de

gran interés para la evaluacion de la funcionalidad inmune del paciente.

6. Torque teno virus como biomarcador de la funcionalidad

inmunoldgica

Un biomarcador es una caracteristica objetivamente medida y evaluada como
indicador de procesos biolégicos normales, procesos patoldgicos o respuestas
farmacoldgicas a una intervencién terapéutica (30). La elevada prevalencia del
TTV, asi como el hecho de que su presencia sea independiente de las
caracteristicas sociodemogréficas de los pacientes, han hecho del estudio de
TTV como biomarcador del nivel de inmunosupresion una prioridad en diferentes

campos de la medicina.

6.1 Dinamica de TTV en pacientes infectados con el Virus de la
inmunodeficiencia humana
En el afio 2001 Shibayama et al. (31) estudio las cargas de TTV en el plasma de
144 pacientes con VIH, la relacion de éstas con los niveles de CD4, asi como la
influencia de coinfecciones con CMV o hepatitis C en la ADNemia de TTV.
También evalud la relacion entre el estatus inmune de estos pacientes VIH
positivos y la carga de TTV. Se observé una mayor prevalencia y titulos mas
altos de TTV en pacientes con VIH que en pacientes sanos. También una
ADNemia mayor de TTV en los pacientes con cargas de VIH mas altas y en los
pacientes con SIDA respecto a los pacientes VIH pero que no cumplian estos
criterios. Respecto a su relacion con los niveles de CD4, aquellos pacientes con
cargas de TTV mayores tenian recuentos inferiores de linfocitos T CD4. Por lo
tanto, al menos en este grupo de pacientes, la ADNemia de TTV parece estar
asociada con los siguientes parametros: la carga viral de VIH, los niveles de
CD4 y la probabilidad de desarrollo de SIDA vy, por tanto, con el grado de

inmunosupresion.
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En esta misma linea Madsen et al.(32), evalué la utilidad de TTV como
biomarcador de reconstitucion inmune en el paciente con VIH una vez iniciado el
tratamiento antirretroviral. En este trabajo se puso de manifiesto una reduccion
de la ADNemia de TTV que se tornaba significativa a los tres meses de iniciarse
el tratamiento antirretroviral. Curiosamente, este descenso ocurria incluso en
aguellos pacientes en los que el recuento de CD4 no aumentaba a pesar de la
disminucién de la carga de VIH, lo cual podria evidenciar la utilidad de TTV para
la cuantificacion de la respuesta inmune funcional con incluso una mayor

sensibilidad que el recuento de los linfocitos T CD4.

Otros estudios han corroborado la misma hipoétesis (33) (34). En la actualidad
estd comunmente aceptado que TTV tiene picos de replicacion en pacientes con
VIH.

6.2 Dinamica de TTV en el trasplante
Existe cada vez un mayor cuerpo de evidencia que sugiere que la ADNemia de
TTV permite inferir la competencia inmune del paciente trasplantado de érgano
s6lido(28, 35-39). Hipotéticamente, mediante la cuantificacion del niamero de
copias de ADN de TTV en plasma podriamos predecir el riesgo de rechazo del
organo trasplantado o por el contrario la probabilidad de aparicion de infecciones
oportunistas. Esta posible utilidad del TTV quedé patente en 2013 en un trabajo
de De Vlamink et al., que incluyé pacientes, tanto adultos como pediatricos,
sometidos a trasplante de corazén o pulmon. En él se demostraba que tanto la
abundancia relativa de TTV en el viroma de los pacientes, como la cantidad de
ADN del virus en el plasma de éstos, estaba correlacionada positivamente con
el grado de inmunosupresién y con el uso de antivirales, disminuyendo, ademas,
estos ultimos, la biodiversidad del viroma en favor de los anellovirus. Por otro
lado, los pacientes con un episodio de rechazo moderado o severo del 6érgano
trasplantado tenian cargas de TTV menores que aquellos sin rechazo (28). Estos
mismos hallazgos se han encontrado en el trasplante de higado (40) o de rifidén
(34) En este ultimo caso, se ha correlacionado inversamente el rechazo mediado
por anticuerpos con la carga de TTV. Los pacientes en los que se detectaban

estos anticuerpos tenian ADNemias de TTV hasta 4 veces mas bajas (39)
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En el trasplante de 6rgano solido el virus parece seguir una cinética ascendente
en los primeros dias tras el trasplante. Alcanza la concentracibn maxima
aproximadamente 90 dias tras la cirugia y se mantiene posteriormente en un
estado estacionario que se prolonga en el tiempo y que, como hemos
comentado, puede ser de utilidad como biomarcador de la competencia inmune
(35, 37, 39). El incremento mas abrupto se produce en los treinta primeros dias
postrasplante, probablemente por la fractura del balance dinamico entre el
sistema inmune y TTV ocasionado por la introduccion de los farmacos
inmunosupresores (37). La concentracion del virus en este estado de equilibrio
estacionario se correlaciona de manera positiva con el nivel de los farmacos
inmunosupresores (35, 37). Este comportamiento cinético del virus parece

confirmarse en otros estudios (38).

En cuanto a la utilidad de la cuantificacion de la ADNemia de TTV para estratificar
el riesgo de infeccidn en el trasplante de 6rgano sélido, en la actualidad es dificil
extraer conclusiones. La mayoria de los estudios estan compuestos por pocos
pacientes y suelen estar centrados en la evaluacion de la capacidad predictiva
del virus del rechazo del injerto (38, 39, 41). Sin embargo, y a pesar de estas
limitaciones, se ha visto que los pacientes que sufren infecciones postrasplante
tienen ADNemias de TTV mayores en los tiempos de estudio previos a este
evento adverso que aquellos en los que estas infecciones no se producen (37).
En este trabajo Gorzer et al. reporté un punto de corte de 9,3 log10 copias /ml
como valor predictivo de infeccion posterior en el trasplante de pulmoén. Sin
embargo, otros autores han fracasado en la obtencién de esta correlacion del
ADN de torque teno virus en el plasma del paciente trasplantado con

infeccién(42).

Por las particularidades del paciente sometido a trasplante hematoldgico se ha
estudiado tanto la prevalencia como la dinamica del virus en este grupo de
manera independiente del TOS. Asi pues, se ha observado una mayor
prevalencia de TTV en pacientes sometidos a trasplante de médula 6sea que en
la poblacién general, asi como una dindmica particular con respecto al trasplante
de organo solido (17). En este tipo de trasplante la ADNemia de TTV sufre un

descenso, que en algunos casos es tan pronunciado que llega a convertirse en
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indetectable durante el periodo de mielosupresién. Asimismo, respecto al
trasplante de organos sélido, se ha evidenciado un retraso en el inicio de la
recuperacion de las cargas TTV que se dilata hasta aproximadamente el dia +40
(17). Existe discrepancia sobre la influencia de la enfermedad hematoldgica de
base sobre la dinamica de recuperacion del virus tras el trasplante, aunque si se
ha observado una correlacion positiva entre el incremento de la carga de TTV
tras el trasplante y el recuento de linfocitos T totales y especificos CD57+ (43)
(44).

Aunque hay autores que ven la cuantificacion de TTV como una herramienta til
para evaluar el riesgo de sufrir infecciones viricas persistentes como las
causadas por CMV o VEB, o algunos efectos adversos relacionados con el nivel
de inmunosupresion, como la enfermedad de injerto contra huésped (44, 45), lo
cierto es que la mayoria de estos estudios disponen de cohortes de pequefio
tamafio, aproximadamente 25 pacientes, y no siempre homogéneas. Se
obtienen, por tanto, resultados poco concluyentes y, en ocasiones,
contradictorios, lo cual pone de manifiesto la necesidad de un mayor esfuerzo en
el estudio de la dinamica de TTV y su utilidad como biomarcador subrogado de

funcionalidad inmune.

7. Inmunologia en el trasplante de precursores hematopoyéticos

El trasplante de precursores hematopoyéticos es un tratamiento efectivo para
varios trastornos hematoldgicos. El acondicionamiento farmacoldgico, previo al
trasplante, destruye el sistema inmune del paciente aportando con ello un nuevo
espacio para el injerto y previniendo el rechazo de este. La inmunodeficiencia
que sigue al trasplante de 6rganos y en particular en el trasplante alogénico de
médula 6sea, predispone al paciente al desarrollo de infecciones oportunistas
severas (46) y, en menor medida al desarrollo de trastornos linfoproliferativos
que frecuentemente se presentan en forma de linfomas muy agresivos y de
evolucion fatal (47). Las infecciones oportunistas relacionadas con la
inmunosupresion continlan siendo una de las principales causas de
morbimortalidad en este tipo de pacientes. De entre ellas, las ocasionadas por la
familia de los herpesvirus son las que mas frecuentemente infectan al paciente

trasplantado. Histéricamente, la incidencia de enfermedad organica por
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citomegalovirus en pacientes sometidos a trasplante alogénico de precursores
hematopoyéticos variaba entre el 10 -40% con una mortalidad aproximada del
70%. Actualmente esta incidencia es mucho menor, con tasas de entre el 5y
10% (48); en parte por la instauracion del tratamiento antiviral profilactico o
anticipado y en parte por el mejor manejo del paciente trasplantado, para lo cual

una correcta monitorizacion del nivel de inmunosupresion es fundamental.

El hecho de recuperar un recuento de leucocitos dentro de los rangos
considerados normales no garantiza la funcionalidad del sistema inmune. Los
monocitos son los primeros en recuperarse tras el trasplante de médula 6sea,
seguidos por granulocitos, plaquetas y células NK. Esta regeneracion restaura
en gran medida la inmunidad innata del huésped. Sin embrago, no ocurre lo
mismo con la inmunidad adaptativa. La especificidad antigénica heredada del
donante es muy pobre y durante al menos el primer afo, a pesar de alcanzar un
namero de linfocitos adecuado, estos no se activan de la misma manera que lo
hubieran hecho en éste. Durante el periodo préximo al trasplante, el ambiente
proinflamatorio favorece la expansién de determinados clones de linfocitos
respecto a otros. Esta deriva ocasiona la pérdida de gran parte de la
especificidad antigénica heredada del donante, por la pérdida de linfocitos B con
capacidad de hipermutacion somatica, y dificulta asimismo la entrada de los
linfocitos T a los érganos linfoides secundarios y su interaccién con las células
presentadoras de antigeno. Todo esto genera respuestas clonales deficientes o,
en el mejor de los casos, una respuesta inmunitaria primaria y de baja calidad.
(49) (50).

8. Métodos para la monitorizacién de la funcién inmunoldqgica:

De entre los métodos actualmente disponibles para la monitorizacion de la
funcionalidad inmunologica en el paciente trasplantado, teniendo en cuenta la
falta de correlacion del recuento absoluto de linfocitos T y B, y de la funcionalidad
de la inmunidad adaptativa principalmente en el periodo postrasplante, pero que
puede prolongarse hasta el afio, cabe destacar principalmente dos: el primero
de ellos consiste en la monitorizacion de los niveles plasmaticos de los farmacos

inmunosupresores. Otra herramienta prometedora para la cuantificacion de la
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competencia inmune son los métodos que evaltan la funcionalidad inmunitaria
mediante la estimulacion linfocitaria antigeno especifico o no antigeno especifico
para su posterior cuantificacion. Destacan el método InmunoKnow o el método
ELISpot. La principal ventaja de estos métodos es que son de gran utilidad
porque aportan una informacién mas realista de la competencia inmune que la
cuantificacion de las células leucocitarias, sin embargo, son métodos que,
aungue se han demostrado atiles, son muy laboriosos, no estan estandarizados
y requieren de ensayos prospectivos para su validacién en el entorno clinico (51),
(52)
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Hipotesis
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El torque teno virus es un virus de ADNSs, con una alta prevalencia en la
poblacidon general, independientemente de las caracteristicas clinico-
demograficas del grupo de poblacion estudiado. Este hecho, junto con su
capacidad para producir infecciones cronicas no deletéreas, pone de manifiesto

la buena y exitosa interaccion del virus con el sistema inmune del huésped.

Existen evidencias que sugieren que la viremia de TTV esta inversamente
relacionada con la competencia inmune del individuo(31-33, 35-37, 39). Se ha
postulado la viremia de TTV como una herramienta Gtil, en el trasplante de
organo solido, para la identificacion de pacientes con riesgo de rechazo del
organo trasplantado asi como para estratificar el riesgo de la infeccién
postrasplante (37, 39, 40). Sin embargo, la mayoria de estos estudios son de
pequefio tamafio y estan exclusivamente centrados en la evaluacion del riesgo

de rechazo

Por otro lado, por las peculiaridades del trasplante de médula 6sea, éste requiere
de una mencion particular. En primer lugar, en este tipo de patologia, tras varios
ciclos de quimioterapia, la cuantificacion de linfocitos T CD4* puede no ser
representativa del estado inmunolégico del paciente. El aumento del nUmero de
linfocitos no siempre se correlaciona con una recuperacion de su funcionalidad;
por ejemplo, por la ausencia transitoria de la capacidad de ofrecer una respuesta
adaptativa debido a la pérdida de la memoria antigénica de los linfocitos. En
segundo lugar, el efecto del acondicionamiento farmacolégico previo al
trasplante supone una deplecién absoluta de los 6rganos linfoides primarios, lo
cual puede condicionar la dinamica del virus ya no solo por la influencia de la
elevada inmunosupresion y su efecto sobre la viremia de TTV, sino por el hecho
de que los CMSP son el principal nicho replicativo del virus y su deplecién puede
modificar la cinética del virus respecto al TOS. Por ultimo, en un entorno tan
complejo como el trasplante de médula O0sea, qué mejor marcador de la
capacidad de un organismo para defenderse de los parasitos intracelulares que
la cuantificacion de un virus en el propio plasma del paciente. Por tanto, el
estudio tanto del valor clinico de la cuantificacion de la ADNemia de TTV como

la dinAmica de éste tras el trasplante puede ser de gran utilidad y requiere de un
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nuevo esfuerzo diferenciado del TOS (44). Por todo lo dicho, creemos necesario
el estudio de la dinamica de TTV en el paciente trasplantado alogénico de
médula Osea tanto en el periodo postrasplante temprano como una vez

alcanzado el estado de equilibrio dinamico.

Sugerimos, por tanto, que la cuantificacion y el estudio cinético de la ADNemia
de TTV en el paciente trasplantado, tanto de médula 6sea como de érgano
sélido, puede ser una herramienta Gtil para la evaluacion de la competencia
inmune del paciente y, por tanto, del riesgo de sufrir eventos adversos
relacionados con una inmunosupresion excesiva como las infecciones, los
sindromes proliferativos o el rechazo del érgano trasplantado, o deficiente como

el EICH agudo o cronico.
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Objetivos

-23-



-24-



1. Analizar el comportamiento cinético de TTV mediante la
cuantificacion del ADN del virus en plasma de pacientes sometidos
a trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos
Como se ha comentado con anterioridad, las ADNemias de TTV estan
inversamente relacionadas con la funcionalidad inmune en el paciente
sometido a TOS. Sin embargo, por las peculiaridades del trasplante de
meédula 6sea y el hecho de que se considere los CMSP como el nicho
replicativo principal del virus, consideramos que la dinamica del virus
puede ser diferente a la observada en otros tipos de trasplante y por tanto

resulta de interés evaluar lo siguiente:

a. Estudiar la influencia de la enfermedad hematoldgica de base en la
dindmica del virus, en particular su relacion con la carga de ADN
de TTV en plasma previa al acondicionamiento farmacologico y en
Su comportamiento cinético tras el trasplante.

b. Estudiar el comportamiento cinético de las cargas de ADN viral en
el periodo postrasplante, tanto en el periodo de mielosupresién
derivado del acondicionamiento farmacolégico como tras éste, una
vez se ha producido el injerto.

c. Estudio de la influencia de las variables clinicas sobre la dinamica
del virus. En particular el estudio de la influencia del tipo de
donante, la fuente de progenitores, la intensidad del tratamiento de
acondicionamiento o el tratamiento inmunosupresor empleado
para la profilaxis del EICH

d. Estudio del efecto de aEICH grave en la dinamica de la ADNemia
TTV en plasma.
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2. Evaluar la utilidad de la monitorizacién de los niveles de ADN de

TTV en plasma inmediatamente después del injerto para predecir el
riesgo de infecciones virales como las causadas por CMV y EBV,
para cuyo control depende criticamente la reconstitucion de la
inmunidad T

El periodo comprendido entre los cuatro primeros meses post trasplante
es el de mayor incidencia de infecciones por CMV y EBV.
Presumiblemente en un primer estadio tras el injerto de las células madre
infundidas la reconstitucion de la poblacion linfocitaria del paciente
posibilitara la replicacion de TTV. Por tanto, la viremia de TTV puede
estar relacionada tanto con el aumento del recuento absoluto de
leucocitos como con su funcionalidad inmune. Con el objeto de dilucidar

lo anteriormente expuesto evaluaremos lo siguiente:

a. Estudiar la asociacidon entre los parametros cinéticos derivados de
los niveles de ADN en plasma de TTV en funcion del tiempo, tales
como la velocidad de reconstitucion viral tras el acondicionamiento,
el AUC del virus en los dias préximos tras el injerto, la Cmax, o los
niveles pretrasplante y la incidencia de infeccién activa por CMV o
EBV, asi como si ésta es tributaria de tratamiento con
farmacoldgico.

b. Estudiar la relacion entre el comportamiento cinético de las cargas
de ADN de TTV en el plasma de pacientes sometidos a Alo-TPH y
las caracteristicas propias de los episodios de infeccion activa de
CMV o EBV, tales como la duracion del episodio, su aclaramiento
espontaneo, la aparicibn de recurrencias o la necesidad de
tratamiento farmacoldgico para su resolucion.

c. Andlisis de correlacion entre las viremias de TTV con CMV o EBV.

d. Andlisis de correlacion de la ADNemia de TTV con el recuento
absolutos de linfocitos y leucocitos totales. Asi como su relaciéon

con linfocitos T CMV especificos productores de interferbn gamma.



3. Examinar el comportamiento cinético de las cargas de ADN de TTV
en la saliva e investigar si la saliva puede ser una muestra alternativa
adecuada al plasma para la monitorizacion de TTV y con ello poder
inferir el grado de reconstitucion inmune tras alo-TPH
La capacidad del virus para trasmitirse via respiratoria, como se ha
demostrado anteriormente (53-55), hace de la saliva un posible
espécimen de utilidad para la monitorizacion de TTV en el paciente
trasplantado. Esto aportaria ventajas obvias frente a la via parenteral,
principalmente por la ausencia de una obtencion cruenta de la muestra.
Para confirmar la utilidad de la saliva para la monitorizacion de la dinamica
de TTV en el paciente trasplantado estudiaremos los siguientes aspectos:

a. Estudio de la sensibilidad de la saliva comparada con la muestra
de plasma para la deteccion de ADN de TTV en diferentes tiempos
de monitorizacion, tanto pre- como postrasplante.

b. Estudio del comportamiento cinético de TTV en la saliva de
pacientes trasplantados y andlisis comparado de éste con el del
virus en muestras de plasma en los cien primeros dias tras el
trasplante.

c. Estudio de la relacion de TTV en muestras de saliva con los niveles
de leucocitos y linfocitos en el marco del trasplante alogénico de

médula 6sea.
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4.
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Estudiar la dinamica de los niveles de ADN de TTV en plasma de
pacientes sometidos a Alo-TPH en el periodo tardio (>dia +100) asi
como su valor clinico potencial como marcador de
inmunosupresion.

Resulta predecible que, en un periodo tardio tras el trasplante de médula
0sea, el comportamiento dindmico del virus se asemeje mas al observado
en el TOS y exista, por tanto, una relacion inversa entre la viremia de TTV
y el grado de inmunidad efectiva. Con el objeto de justificar esta hipotesis
evaluaremos los siguientes apartados:

a. Dindmica de los niveles de ADN de TTV en el plasma de pacientes
sometidos a Alo-TPH en el periodo de trasplante tardio,
entendiéndose como tal el comprendido a partir del dia +100 vy el
dias 365 postrasplante.

b. Estudio de correlacion de TTV con el recuento absoluto de
linfocitos en el periodo tardio post trasplante

c. Estudio del efecto del régimen inmunosupresor y del uso de
corticosteroides a altas dosis en la dindmica de la carga de ADN

de TTV en plasma en el periodo tardio post trasplante.



5. Estudio del valor clinico de la monitorizacion de TTV en el ambito del

trasplante de 6rgano sdlido para predecir la aparicion de infecciones
postrasplante, infecciones oportunistas, neoplasias de novo o en
general cualquier tipo de reaccion adversa atribuible a un nivel de
inmunosupresion excesivo.
El estudio de las cargas virales de TTV puede convertirse en una
herramienta util para la monitorizacion del grado de inmunosupresion en
el paciente trasplantado de 6rgano solido. Existen diversos autores que
han estudiado la relacion existente entre una ADNemia baja de TTV y un
riesgo elevado de rechazo de 6rgano trasplantado. Con el fin de evaluar
la utilidad clinica de la monitorizacion de TTV para la prevencion de
infecciones oportunistas u otros eventos adversos relacionados con la
inmunosupresién en el paciente trasplantado de O&rganos sdélido,
estudiaremos en una amplia cohorte de pacientes trasplantados de rifion
los siguientes aspectos:

a. Analisis de correlacion entre los niveles ADN de TTV en plasma de
pacientes trasplantados de rifidén y los niveles de linfocitos T y de
sus subpoblaciones CD4 y CD8.

b. Andlisis de la asociacién entre la carga de TTV en cada uno de los
tiempos de andlisis y la aparicion de efectos adversos relacionados
con la inmunosupresion.

c. Andlisis de la asociaciéon entre la magnitud de la carga acumulada
de ADN de TTV y la aparicion de efectos adversos relacionados
con la inmunosupresion.

d. Andlisis cinético de los niveles plasmaticos de TTV en el paciente
trasplantado y su asociacién con la incidencia de efectos adversos
relacionados con la inmunosuresion

e. Andlisis de la relacion entre los niveles de ADNemia de TTV y el
rechazo del injerto.
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Material y Métodos
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1. Pacientes

Los diferentes estudios llevados a cabo con cohortes de pacientes sometidos
a trasplante hematopoyético son de tipo observacional retrospectivo y
monocéntrico. Todos ellos incluyeron pacientes sometidos a alo-TPH en el
Hospital Clinico Universitario de Valencia entre los afios 2013 y 2016. El
estudio que incluyd pacientes sometidos a trasplante de rifidn también es
monocéntrico y observacional, pero en este caso se trata de un estudio
prospectivo llevado a cabo en el Hospital Universitario 12 de Octubre de
Madrid entre los afios 2014 y 2016.

El nimero concreto, las fechas en la que fueron trasplantados los pacientes
incluidos en los diferentes trabajos y los dias de seguimiento se resumen en
la tabla IV-I.

Tabla IV-l. Caracteristicas metodoldgicas: Localizacion, pacientes y

seguimiento

Estudio Localizacion N° de Fecha de Seguimiento
pacientes trasplante (dias)
Albert E. J Clin Mayo 2013y
HCUV 72 120

virol 2017 noviembre 2015
Albert E. BMT April 2013
2017 HCUV n and marzo 2016 120
Albert E. J Med Abril 2013 and

_ HCUV 38 o 100
Virol 2018 diciembre 2014.

Fernandez-Ruiz
Noviembre 2014 and
M. Am J H120M 221 365

diciembre 2016
Trasnplant 2018

Albert E. Med o
. . Diciembre 2013 and
microbiol HCUV 33 240
mayo 2016
Immunol 2019

HCUV: Hospital Clinico Universitario de Valencia; H120M: Hospital 12 de
Octubre de Madrid.
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El conjunto de los datos clinico-demogréaficos de los pacientes incluidos en cada
uno de los trabajos viene detallado en cada una de las publicaciones

correspondientes.

2. Muestras de plasmay de saliva

Las muestras de plasma recuperadas para su analisis en los diferentes estudios
que aqui describimos fueron criopreservadas a -80°C. Las muestras nunca se
habian descongelado previamente.

Para el primer articulo (Albert E. J Clin Virol 2017), que estudio la dinamica de
TTV en el paciente sometido a alo-TPH, las muestras de plasma se recuperaron
en diferentes tiempos antes y después del trasplante. Especificamente, se
cuantificé la carga de ADN de TTV en muestras obtenidas antes del inicio del
acondicionamiento (mediana, dia -7; rango, dia —30 a dia -6), alrededor del
momento del trasplante (mediana, dia +1; rango, dia 0 a dia +7), y a diferentes
tiempos tras este: alrededor del dia +20 (mediana, dia +21; rango, dia + 12 a dia
+27), dia +30 (mediana, dia +34; rango, dia +25 a dia +43), dia +60 (mediana,
dia +60; rango, dia +49 a dia +74) y dia +90 (mediana, dia +90; rango, dia + 72
a dia +111).

Para el segundo trabajo (Albert E. BMT 2017), que estudié la capacidad
predictiva de la dindmica de TTV en el periodo temprano tras el trasplante, se
utilizaron muestras recogidas en los primeros cuatro meses tras el trasplante,
debido a que es el periodo de tiempo en el que ocurren mayoritariamente las
infecciones activas por CMV en este grupo de pacientes (46, 47) Concretamente
se cuantifico la carga de ADN de TTV en muestras obtenidas el dia +20
(mediana, dia +20; rango, dia + 14 a dia +27), dia +30 (mediana, dia +31; rango,
dia +25 a dia +35), dia +40 (mediana, dia +41; rango, dia +35 a dia +47) y dia

+50 (mediana, dia +51; rango, dia + 45 a dia +64).

En el tercer trabajo (Albert E. J Med Virol 2018), que evaluo la correlacion entre
las concentraciones de plasma y saliva, se recogieron muestras de saliva y
plasma emparejadas antes de Alo-TPH (mediana, dia —7; rango, dias -8 a —4),
y en los siguientes tiempos postrasplante: dia +30 (mediana dia +33; rango, dias
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+21 a +38), +50 (mediana dia +54.5; rango, dias +42 a +64) y +90 (mediana dia
+90; rango, dias +68 a +99).

Respecto a las muestras de saliva, se obtuvieron a primera hora de la mafiana
(9-10 AM) y fueron conservadas en crioviales estériles mediante el uso de la
técnica de babeo pasivo de la saliva entera no estimulada que se acumula en la
base de la boca. Esta técnica ha sido detallada con anterioridad (56). Las
muestras de saliva visiblemente contaminadas con sangre fueron descartadas.
Las salivas fueron criopreservadas a -20 ° C y posteriormente recuperadas para
los andlisis descritos en este documento. Las muestras no se habian
descongelado con anterioridad.

Para el estudio de la dindmica tardia de TTV en el paciente trasplantado (Albert
E. Med Microbiol Immunol 2019) se cuantificaron muestras recogidas
previamente al trasplante, mediana, dia — 7; (rango dia — 30 a dia - 6) y a
diferentes tiempos postrasplante cuya mediana y rango son los que siguen: dia
+ 20 (rango dia + 14 a dia + 24), dia + 30 (rango dia + 25 a dia + 35), dia + 40
(rango dia + 35 a dia + 46) dia + 50 (rango dia + 47 a dia + 55), dia + 60 (rango
dia + 56 a dia + 76), dia + 90 (rango dia + 78 a dia + 97), dia + 120 (rango dia +
108 a dia + 141), dia + 150 (rango dia + 142 a dia + 163), dia + 180 (rango dia
+ 166 a dia + 202), y dia + 210 (dia + 203 a dia + 256).

Respecto al estudio en el que monitorizamos las cargas de ADN de TTV en
pacientes trasplantados de rifion (Fernandez-Ruiz M. Am J Transplant 2018) las
muestras de plasma se recogieron 6 horas antes del trasplante, el dia +7, los

meses +1, +3, +6, y +12 postrasplante.

3. Cuantificacion de ADN de TTV en las muestras

La cuantificacion de la carga de ADN de TTV se realizé por medio de una PCR
cuantitativa a tiempo real, previamente descrita(14) utilizando la tecnologia
TagMan de Applay Biosystem (PE Biosystems, Foster City, CA, EE. UU). Esta
tecnologia se basa, de manera resumida, en el uso de sondas adheridas a un
emisor de fluorescencia o fluoréforo inhibido por un represor o Quencher, donde

el fluoréforo sera liberado por la propia polimerasa que sintetiza el &cido nucleico
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diana y en el que esté fijado por complementariedad la sonda de la siguiente

manera.
N L 4
7/ I AN
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3! 5 3
5’ 3’ 5’

La region amplificada corresponde a un segmento altamente conservado en
todas las especies de TTV de la region UTR del genoma viral (57-59).
Los primers y la sonda utilizada para la cuantificacion del virus son los siguientes:

Tabla IV-Il. Descripcién de la sonda y los primers empleados para la
cuantificacion de TTV

Sonday primers Posicion Secuencia de oligonucleétidos

AMTS Foward 177-194 5 -GTGCCGIAGGTGAGTTTA-3

AMTAS Reverse 226-239 5 -AGCCCGGCCAGTCC-3'

AMTPTU TagMan 205-223 5 FAM- TCAAGGGGCAATTCGGGCT-
TAMRA 3’

EL ADN se extrajo a partir de 200 ul de plasma mediante el kit QlIAamp DNA
blood Mini QlAcube Kit (Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.), que utiliza la plataforma
de extraccién “QlAcube platform” (Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante, en los dos primeros trabajos (Albert E. J Clin Virol
2017, Albert E. BMT 2017). También a partir de 200 yl de plasma, en esta
ocasion mediante el kit de extraccion de acidos nucleicos NucliSENS® por medio
de la plataforma automéatica de extraccion easyMAG® (bioMérieux,Marcy - I
Etoile, France), siguiendo las instrucciones del fabricante, en los tres Gltimos
trabajos (Albert E. J Med Virol 2018, Fernandez-Ruiz M. Am J Transplant 2018,
Albert E. Med Microbiol Immunol 2019). La extraccion por el método de Qiagen
se basa en la capacidad de una membrana de silice para la adsorcion del ADN
en unas condiciones ionicas determinadas que se consiguen ajustando el pH
mediante una solucién tampén. En una primera etapa se facilita la liberacion del
material genético con el uso de una proteinasa K, una serin-proteasa que se

obtiene del hongo Tritirachium album para, después, purificar el ADN en un
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proceso de cuatro etapas secuenciales que someramente se pueden resumir de
la siguiente manera: una primera etapa de union a una membrana de silice, una
segunda y una tercera etapas de lavado y una ultima etapa de elucion. Mediante
este método de purificacion de ADN se obtiene una media de 6ug de ADN total
a partir de 200 pl de plasma en 60 ul de eluido. Por su parte el método de
Nuclisens® se basa en la tecnologia BOOM que permite la extraccion del
material genético de manera similar a la técnica explicada con anterioridad, pero
en este caso mediante el uso de particulas de silice magnéticas en lugar de una
membrana, de manera que la lisis, fijacion, lavados y su posterior elucién se

realizan en un anico pocillo.

Para la amplificacion y la deteccion de estos amplicones de ADN de TTV se
empleo el sistema ABI Prism 7500 (PE Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) La
metodologia empleada para el disefio de esta PCR es el siguiente: Utilizamos 5
ul del eluido resultante del proceso de extraccion que se afiade a una mezcla
previamente elaborada que contiene 20 pl con los siguientes que se exponen en
la siguiente tabla:

Tabla IV-lIl. Detalle de la composicion de la mezcla de reaccion de la PCR
empleada en el ensayo

Componente Cantidad (pL)
Universal Master Mix I, with UNG (Applied Biosystem) 10
Primer AMTS 0,9
Primer AMT-AS 0,9
Probe AMTP 0,04
H20 8,2

El proceso de amplificacibn empleado consisti6 en una PCR en dos etapas
repetidas ciclicamente 45 veces. Una primera etapa de desnaturalizacién (95°C,
15”) y una segunda reconocimiento/extension (50°C, 30”), precedidas ambas por
una unica etapa de desnaturalizacion inicial, que consistido en un primer paso de
2 minutos a 50°C y un segundo paso de 95°C durante 10 minutos. Tal y como se

describe en la siguiente imagen:
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Holding Stage Holding Stage Cycling Stage
Mumber of Cycles:[45 % |
[] Enable AutoDelta
Starting Cycle: |7 |
100 —|
95.0°C 95.0°C
10:00 100% 00:15
75 —|
00% 180%
a0 | 50.0 °C 50.0 °C
02:00 00:30
00%
26 —|
o |
Step 1 Step 1 Step Step 2
=

La cuantificacién, en numero de copias por mililitro de muestra, se obtuvo
extrapolando el valor de (Cycle Threshold) de cada una de las muestras en una
recta de calibrado. La recta de calibrado se calcul6 mediante un analisis de
regresion lineal por minimos cuadrados de un conjunto de estandares de
concentracion conocida obtenidos por diluciones seriadas 1/10 partiendo de la

concentracion inicial de 10 copias/ml.
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Figura V-I. Curvas de amplificacion de correspondientes a una recta de calibrado entre las
concentraciones de 10 hasta 102 copias.

Como estandar utilizamos un plasmido de concentracién conocida obtenido
mediante nested PCR y que contenia la region amplificada con los primers AMTS
y AMTAS clonada en un PCR 2.1 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA) descrito
previamente por el profesor Fabrizio Maggi (57) y facilitado por él.

En nuestra experiencia, el limite de cuantificacion del ensayo fue de
aproximadamente 25 copias / ml y el limite de deteccién, aproximadamente 10
copias / ml (75% de repetibilidad). A los especimenes con cargas de ADN de
TTV indetectables se les asigné un valor de 0 con fines analiticos. Todas

muestras de cada paciente fueron analizadas simultaneamente en singletes

4. Recuento de leucocitos y linfocitos totales

La cuantificacibn de numero absoluto de leucocitos, asi como de linfocitos
totales, se llevé a cabo mediante citometria de flujo usando el FASCanto Il Flow
Cytometer (BD Biosciences, San José, CA), segun las practicas habituales del

centro.
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5. Monitorizacién virolégica y manejo de la infeccion por CMV y EBV

La monitorizacion de las cargas de ADN del CMV se realizé al menos una vez a
la semana mediante el kit RealTime CMV PCR (Abbott Molecular Inc., Des
Plaines, IL, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante, como se ha
descrito previamente (47, 60). El limite de deteccidén y cuantificacion de este
ensayo es de 20 copias /ml (95% probabilidad) (60). Se inici6 un tratamiento
antiviral, ya sea con valganciclovir 900mg /12 horas, ganciclovir 5mg/kg /12 horas
o con foscarnet 69mg/kg /12 horas, siguiendo una estrategia preventiva de
enfermedad por CMV, al detectar 1000 copias/ml (1.500Ul/ml) o cuando el
tiempo de duplicacion de ADN de CMV fue igual o inferior a dos dias. El
tratamiento se suspendia cuando se producia la negativizacién de la carga
plasmética. El tiempo de duplicacion se calcula de manera rutinaria por parte del
servicio de microbiologia en este tipo de pacientes al inicio de cada episodio de
CMV siempre y cuando se cumplan una serie de parametros cinéticos
previamente publicados (61-63). De manera resumida, el tiempo de duplicacién
se calcul6 acorde a la siguiente férmula: dt = (t2-t1) x [Ln2/Ln(g2/ql)], donde ql1
y g2 representan las cargas de ADN de CMV en plasma (copias/ml), en el
momento de la primera y la segunda carga positiva, respectivamente, y (t2-t1) el
intervalo de tiempo, en dias, entre ambas fechas. Sélo en aquellos episodios en
los cuales el incremento entre estas dos primeras cargas fue igual o mayor a tres
veces fueron considerados para el analisis.

La carga de ADN de EBV se cuantifico una vez por semana mediante el kit artus
EBV PCR (distribuido por Abbott Molecular Inc.) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Atendiendo a los datos facilitados por el propio fabricante, el limite de
deteccién del ensayo es 108 copias / ml (40 Ul / ml) y su rango de cuantificacion
abarca hasta los 8.3 logl0 Ul / mL (64). Cuando dos cargas consecutivas
excedieron las 1.000 copias /ml se inicid una terapia preventiva con rituximab
segun las practicas habituales del centro. En algunos casos también se inicio el
tratamiento con rituximab sin que dos cargas consecutivas excedieran las 1.000
copias /ml a criterio médico, atendiendo éste a motivos clinicos como la co-

presentacion de aEICH.
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6. Monitorizacion de la respuesta inmune especifica frente a CMV

Los linfocitos T CD8 + productores de interferdn y especificos de CMV en sangre
total se cuantificaron por citometria de flujo en un citbmetro FACSCalibur
utilizando el Software CellQest (BD Biosciences Immunocytometry Systems, San
Jose, CA), por medio de una tincibn de citoquinas intracelulares (BD
Fastimmune, Becton, Dickinson and Company, San José, CA, EE. UU.), como
se ha detallado previamente (65) (66) De manera somera el proceso consiste en
lo siguiente: Utilizamos 500ul de sangre total anticuagulada con heparina de
sodio. Primero, se estimulan los linfocitos T del paciente mediante la exposicion
a dos antigenos de CMV altamente inmundégenos, el pp65 y el IE-1 (JPT Peptide
Technologies GmbH, Berlin, Alemania), en presencia de un correcptor
CD28/CD49 durante 6 horas a 37°C y de Brefeldina A (eBioscience), un inhibidor
del trasporte proteico. Posteriormente y tras lisar los hematies mediante una
solucion de lisis FACS Lysing Solution 10x (BD-Beckton Dickinson, San Jose,
CA) se congelan las muestras a -80°C hasta el momento del analisis. Antes de
la tincidn, tras descongelar las muestras, las células se permeabilizan
(Permeabilizing Solution 2, BD-Beckton Dickinson, San Jose, CA) y se tifien
utilizando anticuerpos monoclonales conjugados con diferentes fluoréforos frente
a CD3, CD8, CD69 e INF-y.

Para la seleccién de los linfocitos T CD8 productores de INF- y utilizamos la
técnica del “gating” mediante la realizacion de 10.000 mediciones. Se
seleccionan en primer lugar las células CD3 y CD8 positivas y de éstas elegimos
las CD69 e INF- y positivas.

El nimero absoluto de linfocitos T CD8* productores de INF- y se obtiene de la
multiplicacion de el porcentaje de este subtipo de linfocitos por el namero
absoluto de linfocitos CD8. Las respuestas especificas tras la sustraccion del

backgouud fueron aquellas superiores al 0,1%.

7. Definiciones
El diagnostico de enfermedad de injerto contra huésped aguda se diagnostico y
grado atendiendo a criterios previamente publicados (67). Se considero que se
habia producido el injerto cuando el paciente alcanz6 un recuento absoluto de

neutréfilos de 0,5 x 10°/L y un recuento de plaquetas de 20 x 10° /L. (68)
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La infeccion por CMV se define como el aislamiento del virus, la deteccion de
proteinas virales (antigenos) o la deteccion de los acidos nucleicos del virus en
cualquier muestra biolégica, ya sea un fluido o un tejido corporal. Se define
ADNemia como la deteccion de ADN de CMV en muestra del paciente, como
sangre, suero o plasma (69). El diagnostico probado de enfermedad organica
por CMV requirio la demostracion de la presencia en el del virus en el tejido del
organo en cuestion, mediante el aislamiento del virus, histopatologia,
inmunohistoquimica, o técnicas de hibridacion de ADN, junto con la presencia
de sintomas atribuibles a la infeccién (69).

Se definid el trasplante como no idéntico cuando existia al menos una disparidad
en alguno de los 10 sitios HLA de los locus A, B, C o DRB1, segun lo determinado
por el genotipado de alta resolucion tanto en donantes emparentados como no
emparentados (70).

Definimos infecciébn oportunista como aquella causada por bacterias
intracelulares (Mycobacterium spp, Listeria monocytogenes o Nocardia spp.),
herpesvirus (Citomegalovirus, Herpes simplex virus, y varicella-zoster virus
poliomavirus (nefropatia asociada a virus BK probada mediante biopsia),
levaduras (Candida spp. y Cryptococcus spp.), hongos (aspergilosis invasiva y
mucormicosis), y parasitos (Toxoplasma gondii, Pneumocystis jirovecii, y
Leishmania spp.) (71). Tanto la infeccién fungica invasiva probable como
probada se defini6 atendiendo los criterios establecidos por European
Organization on Research and Treatment in Cancer and the Mycoses Study

Group criteria (72)

Se definié efecto adverso relacionado con la inmunosupresién (iRAE) a una
variable compuesta por la adicién de la infeccidon oportunista y/o malignidades

de novo postrasplante.(73)

8. Andlisis estadistico

Las diferencias entre medias y medianas se compararon mediante el uso de la
prueba T- Student o U-Mann-Whitney, respectivamente. Los analisis de
correlacion entre variables cuantitativas continuas se efectuaron mediante la

prueba de Pearson o mediante el analisis de correlacion de Spearman,
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dependiendo, en ambos casos, de la distribucién de los datos (utilizando uno otro
en funcidn de que esta distribucion fuera paramétrica o no paramétrica). Para la
identificacion de los diferentes factores de riesgo para ciertos eventos clinicos se
empled un analisis de regresion de Cox, univariante y multivariante. Las curvas
que representan el tiempo hasta el primer evento competitivo se trazaron
mediante el método de Kaplan-Meier. Las diferencias entre grupos de incidencia
acumulada se compararon mediante el log-rank-test. El area bajo la curva (AUC)
de valores plasmaticos de ADN de TTV se calculé mediante el método de los
trapecios (74) Se informaron los valores de P bivariados; se considerd que un
valor de P era estadisticamente significativo cuando era igual o inferior a 0,05.
Los andlisis estadisticos se realizaron con SPSS version 20.0 (SPSS, Chicago,
IL, EE. UU.).
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Resultados
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El orden de exposicion de los siguientes resultados atiende en la medida de los
posible el orden de publicacion en el que se fueron obteniendo, dado que los
resultados de unos trabajos movieron a la realizacion de los siguientes. En primer
lugar, expondré los resultados de los cuatro estudios que incluyeron pacientes
sometidos a alo-TPH y posteriormente los resultados del estudio que incluyo

pacientes sometidos a trasplante de rifidn.

1. Torgque teno virus como marcador subrogado de inmunosupresion en el
alo-TPH

1.1 Efecto del régimen de acondicionamiento sobre la carga de ADN de
TTV en plasma

En primer lugar, estudiamos las cargas de ADN de TTV en plasma en muestras
de pacientes obtenidas antes del acondicionamiento farmacologico. Dispusimos
del plasma de 55 pacientes, de los cuales 44 (80%) tuvieron cargas de ADN de
TTV detectables, 32 (58%) de ellas fueron, ademas, cuantificables. Las cargas
de los 32 plasmas cuantificables estuvieron comprendidas entre el siguiente
intervalo, (1,40 — 7,97 logio copias /ml). No hubo diferencias significativas entre
la mediana de las cargas de los diferentes grupos en funcion de la enfermedad

hematoldgica de base (P= 0,554) como se observa en la figura V-I:
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Figura V-I. Cargas de ADN de TTV previas al acondicionamiento en relacion con la enfermedad
hematoldgica de base. LH: Linfoma de Hodgkin, LNH: Linfoma no-Hodgkin, LL: Leucemia
linfoide, LM: Leucemia mieloide.
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Evaluamos a continuacion, el efecto potencial del tratamiento de
acondicionamiento en la dinamica de las cargas de ADN de TTV. Con ese fin
utilizamos dnicamente aquellos pacientes que tuvieran ADNemias de TTV
cuantificables en la muestra previa al acondicionamiento. Dispusimos de 12
pacientes con muestras pareadas en el dia 0 y previas a éste y 19 pacientes con
muestras pareadas pretrasplante y el dia +20 postrasplante. La mediana de las
cargas pretrasplante y el dia 0 y +20 postrasplante respectivamente se muestran

en la figura V-II. (Panel Ay B):
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Figura V-I11. Efecto del régimen de acondicionamiento en la carga de ADN de TTV en plasma
en pacientes sometidos a Alo-TPH. A) Cargas totales de ADN de TTV obtenidas antes del
acondicionamiento y el dia del trasplante. B) Cargas totales de ADN de TTV obtenidas antes del
acondicionamiento y el dia +20 tras el trasplante

La mediana de las cargas obtenidas en el dia pretrasplante y a tiempo 0 fue
comparable mientras que la mediana de las cargas de ADN el dia +20
postrasplante fue menor que la obtenida antes del acondicionamiento, aunque la
diferencia no alcanz6 valores de significacion estadistica.

La dinamica de la ADNemia de TTV en cada paciente comprendida entre el
momento previo al acondicionamiento y el dia +20 postrasplante se muestra en

la figura V-III:

Carga de ADN de TTV
(log,, copias/mL)

Pre-acondicionamiento Dia +20

Figura V-IIl. Efecto del régimen de acondicionamiento en la carga de ADN de TTV en plasma en
pacientes sometidos a Alo-TPH. Cinética de la carga de ADN de TTV en el plasma de cada

paciente con muestra pareadas obtenidas preacondicionamiento y el dia +20 postrasplante.

Como se puede observar, en 15 de los 19 pacientes la dinamica del virus es
descendente (mediana 3,11 logio copias/ml; rango 0,49-7,97 logio copias/ml),
mientras que en los otros cuatro se produjo un incremento de la carga de ADN
en plasma, en todos ellos el injerto tuvo lugar antes del dia +20 postrasplante.
La magnitud de este descenso no se vio influenciada por la intensidad del
acondicionamiento (P=0,22), como se refleja en la figura V-IV. Sin embargo, el

escaso numero de pacientes que recibieron un tratamiento de
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acondicionamiento mieloablativo no permite obtener conclusiones firmes

respecto.
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FIGURA V-IV: Diferencia entre la carga de ADN de TTV entre muestras pareadas pre-

acondicionamiento y el tiempo +20 del estudio agrupadas en funcién de la intensidad del

tratamiento de acondicionamiento.

Este descenso de las cargas de TTV se vio acompafiado por un descenso

paralelo del recuento absoluto de linfocitos (RAL) (P= 0,035), pero no del

recuento absoluto de leucocitos (RALc) (P=0,69). Este hecho se ve reflejado en

la figura V-V:
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Figura V.V: Correlacién entre las ADNemias de TTV en plasma y el recuento absoluto de
linfocitos (ALC) (A) vy el recuento absoluto de glébulos blacos (WBC) (B) medidos antes del

acondicionamiento y el dia +20 después del Alo-TPH.

1.2 Dinamica de la ADNemia de TTV en plasma después del injerto
Para investigar la dinamica del virus tras el injerto (la mediana de dias tras el
trasplante a la que se produjo el injerto en nuestra cohorte fue de 18 dias)
cuantificamos el ADN de TTV en muestras de plasma de los pacientes
aproximadamente en los dias +30, +60 y +90 tras el trasplante y las comparamos
con la obtenida el dia +20 postrasplante. Los pacientes que sufrieron aEICH

grave tributario de tratamiento con corticoides (n=18) fueron excluidos de este
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andlisis con el fin de evitar un posible factor de confusion del tratamiento
inmunosupresor.

Dispusimos de un total de 31 pacientes con muestras pareadas entre los dias
+20 y +30 después del trasplante. Diez de estos pacientes tuvieron las cargas
indetectables en ambos puntos. De los 21 restantes, 16 incrementaron la carga
de ADN del virus (mediana 3,35 logio copias /ml; rango 2,29-6,03 logio copias
/ml) (Figura V-VI) (Panel A), mientras que en 5 pacientes hubo un descenso de
la carga. Estos ultimos cinco pacientes tuvieron cargas el dia +20 postrasplante
entre 2,09 y 6,76 logio copias /ml y no mostraron caracteristicas clinico-
demograficas que justificaran esta diferencia. La carga de ADN de TTV el dia
+30 postrasplante fue significativamente mayor que la del dia +20 tras éste
(figura V-VI) (Panel B).

A

4

Carga de ADN
de TTV en plasma
(log,o copias/ml)
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Figura V-VI. A) Dinamica de la carga de ADN de TTV en plasma tras el injerto en pacientes que
no desarrollaron EICH agudo grave. B) Mediana de la carga ADN de TTV en plasma,
comparacion entre los dias +20 y +30. Solo se muestran aquellos pacientes con cargas de ADN
de TTV cuantificables.

Dispusimos de un total de 27 pacientes con muestras pareadas entre los dias
+20y +60 después del trasplante. Un paciente presento valores indetectables de
TTV en ambas muestras. Como se muestra en la figura V-VII se observo un
incremento de la carga de ADN de TTV en 22 pacientes (mediana 4,43 logio
copias /ml; rango 1,69-7,90 logio copias /ml) (Panel A). Se observé un descenso
de la carga ADNemia de TTV en los restantes cuatro pacientes. Los cuatro
pacientes recibieron un trasplante HLA idéntico. La carga de ADN de TTV se

incrementod significativamente entre ambos tiempos (Panel B).
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Figura V-VII. A) Dindmica de la carga de ADN de TTV en plasma tras el injerto en pacientes
que no desarrollaron EICH agudo grave. B) Mediana de la carga ADN de TTV en plasma,
comparacion entre los dias +20 y +60. Solo se muestran pacientes con cargas de ADN de TTV
cuantificables.
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Finalmente, dispusimos de muestras pareadas de 23 pacientes obtenidas entre
los dias +20 y +90 después del trasplante; en todos los casos las cargas fueron
cuantificables. De estos 23 pacientes, 19 experimentaron un incremento de la

carga (mediana 5,02 logio copias /ml; rango 2.55-7.12 logio copias /ml) (figura V-

VIII) (Panel A). En cuatro pacientes la dinamica de ADN del virus resultdé en un
descenso de la carga entre estos dos tiempos. En esta ocasion, estos cuatro
pacientes también recibieron un trasplante HLA idéntico. Las cargas de ADN de
TTV cuantificadas el dia +90 fueron significativamente mayores que aquellas
medidas en dias +20 (figura V-VIII) (Panel B).

81
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Figura V-VIII. A) Dinamica de la carga de ADN de TTV en plasma tras el injerto en pacientes
que no desarrollaron EICH agudo grave. B) Mediana de la carga ADN de TTV en plasma,
comparacion entre los dias +20 y +90. Solo se muestran pacientes con cargas de ADN de TTV
cuantificables.

Dispusimos de todos los plasmas correspondientes a los dias +20, +30, +60 y
+90 tras el trasplante de 22 pacientes. El analisis de correlacion de la carga de
ADN de TTV en cada uno de los tiempos mostro estar directamente relacionada
con el RAL, pero no con el RALc. Aunque no alcanza la significacion estadistica
(P=0,094), se observo una clara tendencia. No asi para el RALc (P=0,913)
(Figura V-IX).

Dispusimos de muestras pareadas entre el dia +90 y muestras pretrasplante en
21 pacientes. La mediana de la carga de estos 21 pacientes fue
significativamente superior el dia +90 postrasplante respecto a la mediana de la
carga previa al acondicionamiento (P=0,046). Este incremento fue independiente
del tipo de trasplante, ya fuera emparentado o no emparentado, HLA-idéntico o

no idéntico, o del tipo de profilaxis empleada para la prevencién de la EICH
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Figura V-1X. Correlacion entre las cargas de ADN de TTV y el recuento absoluto de linfocitos

(A) y el recuento de globulos blancos (B), medidos los dias +20, +30, +60 y +90 tras el trasplante

1.3 Efecto del EICH agudo severo en la ADNemia de TTV
Hubo 18 pacientes con aEICH grados II-IV tributario de tratamiento con
glucocorticoides a altas dosis, la mediana y el rango de tiempo hasta la apariciéon
de este evento fue de 43,5 (+20, +99) dias. Con el fin de evaluar el efecto que

produce la aEICH tratada con corticoides a altas dosis sobre la dinamicade TTV,
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comparamos las cargas de TTV entre los dias +20 y +60 postrasplante de los
pacientes de los que dispusimos de muestras pareadas y que sufrieran aEICH
grados II-IV entre estos dos tiempos, con aquellos que no presentaran este
evento. Las ADNemias de TTV entre los dos tiempos en el grupo con y sin aEICH
se muestra en la figura V-X. La ADNemia se incremento en el grupo con aEICH
grado II-IV (mediana 5,93 logio copias/ml; rango 3.10-6.19 logio copias/ml) en
todos los casos, salvo en uno que disminuyd; En el grupo sin aEICH, en 22
pacientes se produjo un incremento de la carga (mediana 4,43 logio copias/ml;
rango 1.69—7.9 logio copias/ml), en 5 se produjo un descenso y un paciente tuvo

cargas indetectables en ambos tiempos.

107

(u —~ 8-

1]
o © ;
<3 6
o c o e Grados 0-I
) ® Grados II-1V
o > o 4
—_ '_ —
@ o
-

2= -

Figura V-X. Cinética de la ADNemia de TTV en pacientes con o sin EICH agudo grave entre los
dias +20 y +60 después del trasplante.

El incremento de la carga de ADN de TTV entre los dias +20 y +60 postrasplante
fue mayor en el grupo de pacientes con aEICH grados IlI-IV que recibieron
tratamiento con glucocorticoides a altas dosis que, en el otro grupo, que no
requirio tratamiento con corticoides, aunque no alcanzo significacion estadistica
(P=0,090) (Figura V-XI). Solo tres pacientes con aEICH grados Il-IV tuvieron
muestras pareadas entre el dia +20 y +90 postrasplante, dado el escaso valor
estadistico por el escaso niumero de pacientes no realizamos el analisis. Luego
evaluamos si la carga de ADN de TTV el dia +20 o +30 después del trasplante

-58 -



permitia anticipar la aparicion de aEICH, para ello estudiamos si existian
diferencias entre las medianas de la carga de TTV en ambos tiempos entre los
pacientes con y sin aEICH. No se hallaron diferencias entre ambos grupos (P=

0,865 y P=0,452, respectivamente).
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Figura V-XI. Mediana de la carga de ADN de TTV en pacientes con y sin EICHa grave

entre los dias +20 y +60 postrasplante.

1.4 Cinética de la ADNemia de TTV, e incidenciay caracteristicas de los
episodios de ADNemias por CMVy EBV

Una vez estudiada la dinamica del ADN de TTV en plasma en pacientes
sometido a alo-TPH, evaluamos la utilidad de su monitorizacion, inmediatamente
después del injerto, para predecir el riesgo de ADNemias virales por CMV'y EBV;
para ello analizamos, de manera retrospectiva, las muestras de plasma
correspondientes a los dias +20, +30, + 40 y + 50 tras el trasplante de un total
de 71 pacientes. 52 de estos 71 pacientes desarrollaron uno o mas episodios de
ADNemias por CMV, una mediana de 24,5 dias tras el trasplante y un rango
comprendido entre -7 y 103 dias, con una incidencia acumulada de 73,3%
[95%IC (66,0-79,3)] en los primeros 120 dias. De estos 52 pacientes, 27 (51,9%)
desarrollaron episodios de ADNemias por CMV que requirieron tratamiento

anticipado con farmacos antivirales. Doce pacientes (23%), experimentaron
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recurrencias de ADNemias por CMV con una media y rango de 73 (32-117) dias
tras el trasplante. Ningun paciente sufrié enfermedad organica por CMV.

En el plasma de 34 de estos pacientes se detecté ADN de EBV, en una mediana
y rango de 79 (0-175) dias tras el trasplante. Su incidencia acumulada fue de
49,1% [IC95% (35,4-60,7)]. Cinco de estos pacientes requirieron tratamiento con
rituximab. De estos cinco pacientes, tres tuvieron dos cargas consecutivas
superiores a 1.000 copias/ml y los otros dos sufrieron aEICH grado Ill en el
momento de la deteccion de EBV y se trataron con la primera carga superior a
las 1.000 copias/ml. Once (32,4%) pacientes tuvieron recurrencias. La mediana
de tiempo y rango a la que ocurrieron estas recurrencias fue 135 (100-160) dias.
Ningun paciente desarrollé trastornos linfoproliferativos tras el trasplante en el
periodo de estudio. Todos los episodios tanto de CMV como de EBV fueron

finalmente resueltos, con o sin tratamiento en el periodo de estudio.

Respecto al comportamiento cinético de TTV y su relacion con los episodios de
ADNemia por CMV o EBV, dispusimos de entre los 71 pacientes de 45 muestras
pretrasplante, de las cuales 39 fueron cuantificables. La media y el rango de la
carga de ADN de TTV en estos pacientes a este tiempo fue de 2,33 (0-7,97) log1o
copias/ml. Todos los pacientes con cargas indetectables (<10 copias/ml), a los
que se les asigno el valor 0, tuvieron una o mas cargas detectables en alguno de
los tiempos posteriores del ensayo. Hubo una correlacion positiva entre estas
muestras, obtenidas antes del trasplante, con las muestras obtenidas en los
tiempos +20 y +30 postrasplante (P=0,001 y P=0,017 respectivamente).

Observamos que la media del area bajo la curva de valores plasméaticos de ADN
de TTV comprendidos entre el dia +20 y +30 postrasplante (Figura V-XII) era
menor en aquellos pacientes que posteriormente sufrieron un episodio de
ADNemia por CMV (media 3,3 logio copias /ml; rango O - 7,62 logio copias /ml)
gue en pacientes sin ADNemia (media 4,4 logio copias /ml; rango O - 8,43 logio
copias /ml), aunque esta diferencia no alcanzo significacién estadistica (Panel
A). Sin embargo, la diferencia entre la media del AUC2o0-30 de valores plasmaticos
de ADN de TTV si alcanz6 significacion estadistica (Panel B) entre los pacientes

con episodios de infeccion activa tributarios de tratamiento con antivirales
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(media: 2,7 logio copias /ml; rango: 0-7,62 logio copias /ml), respecto al conjunto
de pacientes con episodios de CMV que no requirieron tratamiento con
antivirales y aquellos sin ningun episodio de infeccion activa por CMV (media 4,4
logio copias /ml; rango: 0-8,43logio copias /ml). Los pacientes con episodios de
CMV previos al dia +30 postrasplante fueron excluidos del analisis. Hubo siete
pacientes en el grupo que recibié tratamiento con un AUC20-30 ADN de TTV de
cero. De estos siete pacientes, cinco tuvieron carga cuantificable el dia +40, los
otros dos pacientes se tornaron cuantificables aproximadamente el dia +60 tras
el trasplante. El incremento en el recuento absoluto de linfocitos entre los dias
20 y 30 postrasplante fue menor en estos pacientes que en aquellos con valor

del AUC20-30>0 (datos no mostrados). Ninguno de estos pacientes se tratd con

ATG y fueron clinicamente heterogéneos (Tabla V-I).

Table V-I. Caracteristicas clinicas y virologicas de pacientes con AUC20-30 =0 ADN de
TTV en plasma que desarrollaron ADNemia de CMV

Cargade ADN de TTV

(copias/ml)

aGvHD

Dia - L. o

Fue Tipo CMV Reglme_n de régimen =

Pre- UHD serosta  acondiciona de @)

nte TPH . N

alo- tus miento profilaxi W

TPH +40 +50 S
250 482 7915 AML PB R I1d D#R+ . No o CYAMT
mieloablativo X

No CPICyAl  1I-

19.0  2339.6 4679.2 AML BM R H D-/R+ mieloablativo MME v
No CyA/M

20.0 0.0 2845.5 AML PB R Id D+R+ mieloablativo ME 0-1
No CP/CyA/

132 149.4 23854 NHL PB R H D+/R+ mieloablativo MME 0-1

0.0 0.0 393.1 AML UBC U II\Id D-/R+  myeloablative CyA :{/

10094512, No Tacro/ 1l-

0.0 29737.9 4 NHL PB U Id D-/R+ mieloablativo Rapa v

No CyA/M  1I-

0.0 0,0 9863.0 AML PB R Id D+/R+ mieloablativo ME v

NOTA: aEICH, enfermedad de injerto contra huésped; alo-TPH; trasplante alogénico de
precursores hematopoyéticos; AML, leucemia mieloide aguda; CMV, citomegalovirus; CP,
ciclofosfamide CyA, ciclosporin A; D, donante; NHL, linfoma non-Hodgkin’s ; MTX,
metotrexato; MMF, micofenolato de mofetilo; PB, sangre periférica; R, receptor; Rapa, sirolimus;

Tacro, tacrolimus; TTV, torque teno virus; UCB, sangre de cordén umbilical; UHD. Enfermedad

hematoldgica de base.
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El AUC2030 ADN de TTV fue comparable independientemente del tipo de
trasplante, o terapia de acondicionamiento empleada, la compatibilidad HLA, D/R
CMV seroestatus o el uso de ciclofosfamida o ATG. El pequefio nimero de
trasplantes cuya fuente de precursores hematopoyéticos fue diferente a la
sangre periférica (n=2) impidi6 el andlisis.
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Figura V-XII. Logic AUC de las cargas de ADN de TTV cuantificadas entre los dias 20 y 30
después del trasplante A) en pacientes con y sin ADNemia por CMV posterior al dia +30
postrasplante (b). En pacientes con y sin ADNemia que requirié tratamiento antiviral preventivo
posterior al dia +30 postrasplante. Las barras indican la media y la desviacion estandar.
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Como se muestra en la figura V-XIlIl, no observamos una correlaciéon
estadisticamente significativa del AUCzo0-30, ni con la duracion del episodio de
CMV (media 51 dias; rango 18-153 dias), ni con el pico maximo alcanzado por
éste (media 3,43 logl0 copias/ml; rango 1,72-6,43 logl0 copias/ml). Sin
embargo, si se objetivo una tendencia hacia una correlacién inversa entre ambos

parametros.
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Figura V-XII1. Correlacion entre el 1og10AUC de las cargas de ADN de TTV entre los dias 20 y
30 tras el trasplante y A) La duracion de la ADNemia de CMV B) El pico de la carga de ADN de
CMV durante el primer episodio

Dado que el tratamiento inmunosupresor que requiere la aEICH grados IlI-IV
puede modificar los niveles plasmaticos de TTV, estudiamos si esta incidencia
era comparable entre los pacientes con y sin ADNemia por CMV, tanto si estos
episodios eran tributarios de tratamiento antiviral o no lo eran. Observamos que
ambos grupos eran comparables (P=0,363 y P=0,714 respectivamente).

A continuacion, mediante una curva ROC (Figura V-XIV) (P=0,07), establecimos
un valor de AUC20-30 de ADN de TTV con el fin de discriminar entre pacientes
que posteriormente sufrirdn o no ADNemias de CMV que requerirdn tratamiento
con antivirales. El valor que seleccionamos fue 2,8 copias x dias x mL™. Once
pacientes tuvieron valores de AUCzo0-20 de TTV inferiores a 2,8 copias x dias x
mL™1; de estos, siete tuvieron ADNemias de alto nivel que requirieron tratamiento
con antivirales, mientras que 23 de 33 pacientes con AUC20-30 >2,8 copias x dias
x mL™! no desarrollaron este tipo de ADNemia. Atendiendo a estos resultados,
el valor predictivo de un AUC20-30 <2,8 copias x dias x mL™* para sufrir el evento
en cuestion es de 64%, mientras que un AUC20-30 >2,8 tiene un valor predictivo
de proteccién del 70%.

150 - Area= 0.663
P=0.07
o]
(1]
S 100-
=
‘0
o
» 504
0-
0 50 100 150

100% - Especificidad

Figura V-XIV. Curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para evaluar la

sensibilidad y especificidad generales del area bajo la curva (AUC) para el log10 de las cargas de
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ADN de TTV cuantificadas entre los dias 20 y 30 tras el trasplante con el fin de discriminar entre
pacientes con y sin episodios de ADNemia de CMV que requieran tratamiento antiviral

anticipado.

Introdujimos este valor en un analisis univariante de regresion logistica para
evaluar su asociacién con ADNemia por CMV de alto nivel y encontramos una
asociacion estadisticamente significativa. Esta misma asociacion también se
encontré con la serologia de CMV (Donante negativo/Receptor positivo). Sin
embargo, ambas asociaciones perdieron la significacion estadistica en el analisis

multivariante. Tabla V-II

Tabla V-I1. Factores de riesgo para la ADNemia por CMV que requieren terapia antiviral

preventiva
Univariante Multivariante
Variable
OR (1C95%) OR (1C95%) P valor
AUC2.30<2.8 de ADN
4,02 (0,96-16,91) 0,05 5,94 (0,91-38,97) 0,06
de TTV en plasma
Tipo de trasplante
HLA idéntico vs no
1,45 (0,51-4,13) 0,48 - -

idéntico

Relacionado vs no
) 0,73 (0,27-1,92) 0,52 - -
relacionado

Régimen de acondicionamiento

Mieloablativo vs no

) ] 1,62 (0,48-5,50) 0,46 - -
mieloablativo
Con ATG vs sin ATG 1,79 (0,23-13,54) 0,57 - -
aEICH Grado 0-1 vs
Hi-1v

Seroestatus CMV

2,18 (0,76-6,30) 0,14 ] ]

D+/R+ (referencia)

D-/R+ 3,59 (1,07-12,00) 0,04 5,94 (0,90-38,97) 0,06
D-IR- 0,43 (0,04—4,06) 0,46 - -
D+/R- 0,71 (0,127-4,05) 0,25 - -

OD: Odds Ratio; AUC: Area bajo la curva; ATG: Timoglobulina; CMV: Citomegalovirus; D/R:

Donante/Receptor.
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Por el contrario, no se encontré asociacion entre el logio del AUC20-30 del recuento
absoluto de linfocitos y la aparicion de ADNemia de CMV de alto nivel (P=0,156),
aungue el grupo que desarrollaria posteriormente ADNemias de CMV tributarias
de tratamiento si tuvo valores absolutos de linfocitos mas bajos (media 3,4
células x dia x pl?) respecto al otro grupo (media 4,4 células x dia x pl?)
(P=0,156). Como se muestra en la tabla V-IIl, no encontramos relacion entre la
carga de ADN TTV pretrasplante o los dias +20 o +30 postrasplante con la
posterior aparicion de episodios de infeccién activa de CMV que requirieran
tratamiento. Tampoco se hallé ninguna asociacion entre el AUC20-30 de ADN en
plasma de TTV y la aparicion ADNemia recurrente por CMV (P=0,247).

Tabla V-I11. Cargas de ADN de TTV en plasma antes y después del trasplante en relacion

con la aparicion de ADNmia de CMV en pacientes receptores de aloTPH.

Carga de ADN de TTV (log10 copias/ml)

Pre - alo-TPH Dia +20 post-alo TPH  Dia +30 post-alo TPH
No Mediana P- No Mediana P- No Mediana P-
(rango) valor (rango) valor (rango) valor
CMV S 35 1,51(0,00 27 1,89(0,00 25  2,48(0,00
ADNemia i —7,97) —9,00) —5,67)
0,82 0,24 0,28
N 10 2,00(0,00 19  2,52(0,00 19  3,27(0,00
0 —6,09 —6,91) —17,76)
CMV S 17  2,12(0,00 19  1,85(0,00 17 2,35(0,00
ADNemia i —7,97) -9,00) -5,67)
0,25 0,21 0,08
de alto N 28 1,22(0,00 27 2,41(0,00 27 3,27(0,00
nivel 0 —7,97 -6,91) —7,76)

Alo TPH: Trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos; CMV Citomegalovirus

Investigamos a continuacion si el AUC20-30 0 el AUC2050 de ADN de TTV en
plasma se asociaba con la aparicién posterior de episodios de ADNemia de EBV.
Este nuevo intervalo temporal se eligié porque la mayoria de los episodios de
EBV ocurren después del dia +50 tras el trasplante. Excluimos del analisis a 8 y
4 a pacientes que sufrieron episodios de EBV previos al dia +50 o +30,
respectivamente. Como se ve en la tabla V-1V, la media del AUC20-30 0 AUC20-50
de ADN de TTV en plasma fue comparable en los pacientes con o sin episodios
posteriores de EBV, independientemente de que estos episodios requirieran de
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tratamiento con rituximab. (P=0,52 y P=0,98 para AUC2030 Yy AUC20-50
respectivamente). Tampoco se hallaron diferencias entre la media de las AUC
atendiendo al hecho de que estos pacientes sufrieran o no episodios recurrentes
de EBV.

Tabla V-1V~ AUC de lacarga de ADN de TTV entre los dias 20-30 y 20-50 en
relacion con la aparicién de ADNmia de EBV en pacientes receptores de aloTPH
AUCy3de ADNde TTV  AUCys5 de ADNde TTV

en plasma en plasma
Media (rango) Media (rango)
copias x dias P copias x dias P
xmL™ xmL™
) Si 3,93 (0-7,62) 6,67 (4,18-8,62)
EBV ADNemia 0,561 0,315
No 4,47 (0-9,85) 7,10 (0-9,90)

Alo TPH: Trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos; AUC: Area bajo la curva; EBV

Virus de Epstein-Barr

1.5 Interaccion entre CMVy TTV
Nos preguntamos a continuacién si la ADNemia de CMV influia en la dinamica
de la ADNemia de TTV. Con ese fin comparamos la evolucion entre los dias 20-
40 y 20-50 de aquellos pacientes con episodios de CMV que se iniciaron entre
estos dos tiempos con aquellos pacientes sin episodios de CMV. Todos aquellos
pacientes con ADNemias de CMV previas al dia 20 o cuyo inicio fue posterior al
dia 50 fueron excluidos del analisis. No encontramos diferencias significativas en
ambos andlisis (P=0,461 y P=0,748), lo cual indica que, aparentemente, la
ADNemia de CMV no tiene influencia en la cinética de TTV. En esta misma linea,
y tal y como podemos comprobar en la siguiente tabla, no hubo diferencias
significativas en la mediana del AUC de niveles plasméaticos de ADN de TTV
entre los tiempos 20 y 30 en aquellos pacientes con ADNemias de CMV que se

iniciaron antes del dia 30.
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Tabla V-V. Area Bajo la Curva (AUC)xs30 de niveles plasmaticos de ADN de TTV
atendiendo a la ADNemia de CMV
N° de pacientes AUC 2.30de AND de TTV en plasma P valor

ANDemia de mediana copias x dias x ml* (rango)

CMV de Inicio — ~g¢57) 4,57 (0,00-9,85)

previo al dia +30 0,190
postrasplante No (44) 3,79 (0,00-8,42) ,

AUC: Area bajo la curva; CMV: Citomegalovirus

Ademas, no encontramos correlacion entre las cargas de ADN de TTV y CVM
independientemente de si excluiamos o no del analisis aquellas cargas de TTV

indetectables, véase figura V-XV (Panel A y B)

rho: 0,051
P=0,635

(log,g copias/ml)

Cargade ADN de CMV
en plasma

Cargade ADN de TTV
en plasma
(log,o copias/ml)
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Figura V-XV. Correlacion entre las cargas de ADN de TTV y CMV A) En muestras de
plasma positivas para ambos virus por PCR, A) En todas las muestras incluidas las que

dan negativo para TTV, CMV o0 ambos.

1.6 Cinética de la carga de ADN de TTV en plasma y reconstitucion
temprana de inmunidad T CMV especifica

Lo siguiente que evaluamos fue la asociacion entre la cinética del ADN de TTV
en plasma y la reconstitucién temprana de inmunidad T CMV-especifica. Para
ello analizamos la correlacion entre el AUC20-30 de ADN de TTV en plasma con
los linfocitos T CMV especificos productores de interferon y. Para este analisis
dispusimos de datos de inmunidad especifica de 21 pacientes. Ninguno de ellos
tuvo episodios de CMV previos. Aungue no fue estadisticamente significativa, si
vimos una tendencia que indicaba una correlacion directa entre ambas variables.
(Figura V-XVI)
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Linfocitos T CD8" CMV especificos
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Figura V-XVI. Correlacion entre el logio del AUC de TTV cuantificado entre los dias
20y 30 tras el trasplante y los niveles de células T CD8* especificas frente a los antigenos
pp65/1E1 de CMV productoras de interferon v.

1.7 Deteccion de ADN de TTV en muestras pareadas de salivay plasma
A continuacién, evaluamos el comportamiento cinético de las cargas de ADN de
TTV en la saliva e investigamos si ésta puede ser una muestra alternativa al
plasma para la monitorizacién de TTV.
Obtuvimos un total de 104 muestras pareadas distribuidas de la siguiente
manera: de nueve pacientes dispusimos de las cuatro muestras, once pacientes
sélo pudieron recoger tres de las cuatro muestras, diecisiete pacientes dos
muestras y de un paciente se dispuso Unicamente de una muestra. Asi pues,
obtuvimos muestras pareadas de un total de 23, 24, 32 y 25 pacientes en los
tiempos, pretrasplante y los dias +30, +50 y +90 postrasplante respectivamente.
Los resultados de la cuantificacion de ADN de TTV tanto en plasma como en
saliva en cada uno de los tiempos de analisis se muestra en la tabla V-VI. Se
detectd6 ADN de TTV en saliva en el 94,2% de las muestras mientras que en
plasma sélo en el 86,5%, Esta diferencia fue maxima (83,3% vs. 66,7%) en el
tiempo de muestreo mas proximo al injerto (dia +30). En detalle, el ADN de TTV

fue detectable en ambas muestras en 88 casos, solamente en saliva en 10
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casos, Unicamente en plasma en 2 casos y fue negativa en ambas muestras en

4 casos.

Tabla V-VI. Deteccion y cuantificacion de ADN de TTV en muestras de plasmay
de saliva emparejadas en receptores de Alo-TPH

Tiempo de Tipo de ADN de TTV Logw carga de Logio del ALC

muestreo (N° de muestra  detectable ADN de TTV células/ml

muestras (SI/NO) copias/ml (media, rango)

pareadas) (media, rango)

Pretrasplante (23)  Saliva 23/0 5,1(2,0-8,4) 2,9 (2,0-3,26)
Plasma 20/3 2,6 (0,0-8,0)

Dia +30 (24) Saliva 20/4 4,0 (0,0-8,6) 2,7 (0,0-3,39)
Plasma 16/8 2,9 (0,0-7,8)

Dia +50 (32) Saliva 30/2 4,7 (0,0-8,6) 2,9 (2,48-3,67)
Plasma 30/2 4,6 (0,0-8,0)

Dia +90 (25) Saliva 25/0 6,1 (1,4-9,4) 2,9 (2,04-3,79)
Plasma 24/1 4,7 (0,0-8,0)

Alo TPH: Traslpante alogénico de precursores hematopoyéticos

1.8 Cinéticade lacargade ADN de TTV en muestra de plasmay saliva
Después estudiamos la dinamica comparada del ADN de TTV en saliva y plasma
de los pacientes (Figura V-XVII). La media de las cargas de ADN de TTV fue
incrementandose desde el dia + 30 hasta el dia +90 tanto en plasma como en
saliva. En el caso particular de la saliva sélo la media de la carga del dia +90 fue
superior a la previa al trasplante, mientras que, en el caso del plasma, la carga
del dia +30 ya alcanz0 valores superiores a los determinados previamente al
trasplante. Sin embargo, tal y como se muestra en la figura V-XVIII, la media de

las cargas en saliva fue significativamente mayor que en plasma.
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Figura V-XVII. Cinética comparada de las cargas de ADN en plasma y saliva en

muestras pareadas en receptores de alo-TPH. Las barras indican los valores medios

P<0,001

ADN de TTV
(Log,p copias/ml)

Figura V-XVII1. Comparacion de las cargas de ADN de TTV en plasma y saliva

Observamos una correlacion entre la carga de ADN de TTV en plasma y saliva
gue, aunque modesta (r=0,507), fue claramente significativa. Cuando realizamos
este mismo andlisis de manera diferenciada en cada uno de los tiempos de
muestreo, vimos que la mejor correlacion, tal y como se muestra en la figura V-

XIX, fue la observada en el dia +30.

-72 -



Carga de ADN
de TTV en plasma

Carga de ADN
de TTV en plasma

Figura V-XIX.

Pretrasplante

r: 0,406
P= 0,054
107
= 8 - °
£ .
7
° 64 [ ]
[=9
o
o
o 44
3
o
2 2
o4
T T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Carga de ADN
de TTV en saliva
(log,o copias/ml)
Dia +50
r: 0,392
P=0,026
107
E °
w
b 6
Q.
o
o
o 44
=
o
S 21
0- [ ] [ ]

Carga de ADN
de TTV en saliva
(log;o copias/ml)

Cargade ADN
de TTV en plasma

Cargade ADN
de TTV en plasma

(log;o copias/ml)

(log,ocopias/ml)

Dia +30

r: 0,776
P=<0,0001

Carga de ADN
de TTV en saliva
(log,o copias/ml)
Dia +90

Carga de ADN
de TTV en saliva
(log,o copias/ml)

Correlacion entre las cargas de ADN de TTV cuantificadas en muestras de saliva y plasma pareadas en diferentes tiempos tras el alo-TPH.
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1.9 ADN de TTV en salivay repoblacion linfocitaria
Por ultimo, analizamos la correlacion entre las cargas de ADN de TTV vy el
recuento absoluto de linfocitos. Observamos que el incremento de las cargas de
TTV descrito desde el dia +30 y hasta el dia +90 vino acompafado de un
incremento del RAL en el dia +30 y +50 postrasplante. No ocurrié lo mismo el

dia +90, donde el RAL permanecio invariado respecto al dia +50 (Figura V-XX).
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Figura V-XX. Media del incremento de la carga de ADN de TTV en saliva y plasma, asi como
del recuento absoluto de linfocitos entre los dias +30 y +50 y entre los dias +30 y +90 después

del alo-TPH.

Por otra parte, evidenciamos, tal y como muestra la figura XXI, una correlacion
entre la carga de ADN de TTV y el RAL tanto en saliva como en plasma entre los

dias +30 y +50 tras el trasplante que, aunque discreta, fue estadisticamente

significativa.
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Figura V-XXI. Correlacion entre las cargas de ADN de TTV cuantificadas en muestras de saliva
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(A) y plasma (B) y el recuento absoluto de linfocitos después del injerto (entre los dias +30 y +50
después del alo-TPH).
1.10 Dinamicatardia del ADN de TTV en plasma

Posteriormente evaluamos la dinamica de los niveles de ADN de TTV en plasma
de pacientes sometidos a Alo-TPH en el periodo tardio (>dia +100) asi como su
valor clinico potencial como marcador de inmunosupresion. Para este proyecto
dispusimos de muestras de 33 pacientes. La mediana de las cargas de TTV fue
incrementandose  progresivamente desde el momento del injerto
(aproximadamente el dia +20), hasta alcanzar su maximo valor el dia +90
postrasplante. La magnitud de la diferencia entre el dia +90 postrasplante y el
resto de las cargas esta representado en la figura V-XXII. A partir de este
momento, las cargas disminuyen progresivamente, aunque de manera no
significativa, hasta alcanzar el dia +210 después del trasplante. La mediana de
esta Ultima carga si es significativamente inferior a la obtenida el dia +90
postrasplante. Sin embargo, la carga correspondiente al dia +210 tras el
trasplante fue ligeramente superior a la obtenida previamente al

acondicionamiento. (P=0,398).

P=0,398
P=<0,001
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1o
151
P=0,313 P=10,076
(LI o |
z EE P=0,701 P= 0,525
< & @ 101 . . .
5 O . . o o . *
o a
® 5 s . R S -
g > oc ‘e . * "l.:. .-.... "0::"' _A.“..'.n_" \.-: .0'..:..'. .'.'.'. :'.ﬁ.
= = < 54 . H e ® oy DAY o 00 VieS” ———— v A
T - O 0, % L A e o o0 . ®e0ee®’
—_— e o oce 1H b Oonl
O 4 ©° HS .'-'.. 200 A (] &8 LAY a::- [ %
2= A S
.
[ essessese eccccee oo . . . . .
T T T T T T T T T T T
PRE 20 30 40 50 60 90 120 150 180 210

Dias de seguimiento

Figura V-XXII. Dindmica de la ADNemia de TTV en receptores de alo-TPH a diferentes

tiempos respecto al trasplante. Las barras indican la mediana
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1.11 Carga de ADN de TTV y recuento absoluto de linfocitos en

el estado de equilibrio estacionario
Para estudiar la relacion de la ADNemia de TTV con la inmunidad en el periodo
tardio realizamos un andlisis comparado de correlacion entre las cargas de ADN
de TTV en plasmay el recuento absoluto de linfocitos entre el periodo temprano
(dias +20 hasta +50) y en el periodo tardio (dias +120 hasta +210) postrasplante.
Como puede verse en la figura V-XXIII, se observé que en el periodo temprano
la ADNemia de TTV correlacionaban directamente con el recuento absoluto de
linfocitos (Panel A), mientras que en el periodo tardio esta correlacion es inversa
(Panel B). (P=0,003; P=0,031).

8 - P=0,003
rho=-0,263

Recuento absoluto
de linfocitos
(log,gcélulas/pl)

Carga de ADN
de TTV en plasma
(log,o copias/ml)
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Figura V-XXIII. Correlacion entre las cargas de ADN de TTV en plasma y el recuento absoluto

de linfocitos medidos en todos los tiempos entre los dias +120 y +210 (A) y entre +20 y +60 (B)

1.12 Efecto del régimen inmunosupresor y el uso de

corticosteroides en la carga de ADN de TTV en plasma después

del trasplante
Investigamos a continuacion qué efecto producia el régimen inmunosupresor en
la dinamica tardia de TTV en plasma; para ello utilizamos como variable de
andlisis el AUC de los niveles plasméaticos de ADN de TTV comprendidos entre
los dias +90 y +210 tras el trasplante. No encontramos diferencias significativas
entre la mediana del AUC de los pacientes cuyo tratamiento inmunosupresor
estuvo basado en ciclosporina A (mediana=7,53 logio copias x dia x ml?;
rango=4,68-9,57) y aquellos en los que se utilizé sirolimus y tacrolimus
(mediana=8,58 log1o copias x dia x ml'; rango=3,93-9,56) P=0,1. En esta misma
linea analizamos, en segundo lugar, el efecto que el tratamiento con
glucocorticoides podia tener nuevamente sobre la dinamica tardia de TTV.
Volvimos a hacer uso del AUC de TTV, ya que resulta un parametro atil para
evaluar el grado de exposicion a un evento cuando sélo se dispone de medidas
realizadas en tiempos discretos. De los 33 pacientes de los que se disponia

inicialmente, excluimos a 6: cuatro de ellos por recaida de la enfermedad y 2 por
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una muerte prematura. De los 27 restantes, 12 no recibieron tratamiento con
glucorticoides en el periodo de estudio y se utilizaron como grupo control,
mientras que los otros 15 si los recibieron. Cinco de ellos como tratamiento a un
episodio de aEICH, siete por cEICH y tres por ambos. La descripcion del
tratamiento con los corticoides, la dosis acumulada, asi como la fecha de
diagnéstico de la enfermedad de injerto contra huésped se describe en la tabla
V-VII.

Tabla V-VII. Caracteristicas clinicas de los pacientes sometidos a tratamiento con

glucocorticoids y que no sufrieron recaida ni fallecieron durante el period de estudio

Paciente Corticoides (Prednisona) EICHa (Dia EICHCc (Dia

Dosis de de

Dia de inicio Dia de cese acumulada diagndstico diagndstico

tras el Alo- tras el Alo-

Iy iy hasta el dia tras el trasel
+210 (mg)  trasplante)  trasplante)

1 116 >365 5240 116 -

2 120 >365 3735 - 107
3 97 202 4980 94 265
5 49 104 2950 49 172
6 97 173 3115 - 97
8 24 103 1085 24 -

10 204 266 360 - 170
11 46 213 4470 46 -

12 42 >365 3361 42 -

14 192 >365 1080 - 150
15 154 240 1505 - 154
16 28 93 2090 23 -

17 45 195 3265 26 45
18 120 >365 3775 - 120
19 133 248 1050 - 96

Alo-TPH: Traslpante alogénico de precursores hematopoyéticos; EICH: Enfermedad de injerto
contra huésped.
Tal y como se muestra en la figura V-XXIV, la media del AUCgo0-210 ADN de TTV

en plasma fue significativamente mayor en los pacientes que recibieron
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tratamiento con corticoides en ese periodo de tiempo respecto al grupo de los
qgue no (P=0,025); sin embargo, no se encontrd una correlacion significativa entre

la dosis acumulada de corticoides con el AUC entre estas fechas. (P=0,182).

P=0,025
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Figura V-XXIV. Area bajo la curva de las cargas de ADN de TTV cuantificadas entre los dias
+90 y +210 en pacientes sometidos 0 no a terapia con corticosteroides para la enfermedad de

injerto contra huésped.

2. Monitorizacion de la ADNemia de TTV para la prediccion de

complicaciones relacionadas con la inmunosupresion en el trasplante

de rifion.
Por otra parte, también estudiamos la utilidad clinica de la monitorizacion de TTV
en pacientes trasplantados de rifién para predecir la aparicion de infecciones
postrasplante, infecciones oportunistas o, en general, cualquier tipo de reaccion

adversa atribuible a un nivel de inmunosupresion excesivo.

2.1Caracteristicas de la poblacién del estudio
Incluimos un total de 221 pacientes trasplantados de rifidn en el Hospital 12 de
Octubre de Madrid entre los afios 2014 y 2016. Las fechas de monitorizacién
fueron las siguientes: el dia del trasplante, a los 7 dias, al mes, a los tres meses,
seis meses y al aflo postrasplante. Dispusimos de un total de 997 muestras de
plasma, una media de 5 por paciente (IQR:4-5). La media de seguimiento fue de
494 dias (IQR:434-542). Cinco pacientes (2,3%) perdieron el 6érgano
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trasplantado una mediana de 41 dias tras el trasplante (IQR: 18-260,5), mientras
que dos pacientes (0,9%) murieron dentro del periodo de seguimiento. Ciento
veintiocho pacientes (57,9%), desarrollaron un total de 287 episodios de
infeccion postrasplante. La mediana del intervalo de tiempo hasta la aparicion
del primer episodio fue de 37,5 dias (IQR:14-99). Cincuenta y un pacientes
(23,1%) tuvieron 65 episodios de eventos adversos relacionados con la
inmunosupresion (iRAE) (Tabla V-VIII). La mediana del intervalo hasta el primer
episodio fue de 78 dias (IQR:39-235).

Tabla V-VII1. Descripcion de los 65 episodios clinicos de iRAE que ocurrieron en la

poblacion estudiada

Sindrome clinico N (%)
Infeccion oportunista 54 (83,1)
Infeccion activa por CMV 25 (38,4)
Colitis por CMV 4 (6,1)
Infeccion mucocutanea por VHS 9(13,8)
Herpes Zoster 6 (9,2)
Viremia significativa por virus BK® 3 (4,6)
Nocardiosis 1(1,6)
Aspergilosis invasiva 23,1
Mucormicosis 1(1,6)
Criptococosis 1(1,6)
Infeccidn flngica invasiva por Trichosporon spp 1(1,6)
Leishmaniasis visceral 1(1,6)
Malignidad de novo postrasplante 11 (16,9)
Tumor de drgano sélido® 7(10,8)
Céncer de piel no categorizado como melanoma® 4(6,1)

CMV, citomegalovirus; iRAE, efecto adverso relacionado con la inmunosupresion; VHS, virus
herpes simple.

a) Carga viral plasmatica >4 logio copies/mL dos puntos temporales diferentes con dos 0 méas
semanas de diferencia.

b) Incluy6 adenocarcinoma de colon (3 casos), carcinoma renal (2 casos), carcinoma rectal,
adenocarcinoma gastrico, y adenocarcinoma de prostata (1 caso de cada).

c) Carcinoma basal y de células escamosas (dos casos de cada uno)

2.2 Dinamica de las cargas de ADN de TTV
En todas las muestras excepto en 24 (2,4%) se detectd ADN de TTV. Hubo un

incremento progresivo de la carga de TTV desde el valor basal, el dia +0 (2,9 +
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1.6 logio copias/ml), hasta el dia +180 postrasplante (5,7 + 1.9 logio copias/ml).
Posteriormente, la carga disminuyo ligeramente hasta el dia 360 postrasplante
(5,0 £ 2,1 logio copies/ml). La mayoria de los pacientes (51,6% [114/221]) tuvo
la carga mas alta de ADN de TTV el mes 6 tras el trasplante (Figura V-XXV).

En cuanto a la influencia de los factores propios del trasplante en la ADNemia de
TTV, el uso de timoglobulina se asocio con una carga mayor de ADN de TTV en
plasma durante los seis primeros meses tras el trasplante, alcanzando esta
diferencia significacion estadistica el tercer mes (5,5 £1,8 vs 4,8 £1,9; P=0,018).
No encontramos relacion entre la carga de TTV y la administracion de profilaxis

para la infeccion de CMV, ni entre ésta y el régimen de inmunosupresion primario

utilizado.
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Figura V-XXV. Cinética de la carga de ADN de TTV desde el momento basal hasta el mes 12
tras el trasplante. * P=0,006; **P=0,0001.

2.3 Correlacion entre la carga de ADN de TTV y los parametros
inmunoldgicos

Con el fin de evaluar la correlacion entre la ADNemia de TTV con los diferentes

pardmetros inmunoldgicos, realizamos esta comparacién con el recuento

absoluto de linfocitos en sangre periférica. Hallamos una correlacién inversa el

mes 1 tras el trasplante entre la ADNemia de TTV y los niveles de CD3* (r=-

0,238; P=0,017), CD4* (r=-0,241; P=0,015) y linfocitos T CD8* (r=-0,240;
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P=0,016). La correlacion se hizo mas evidente el tercer mes tras el trasplante,
concretamente para CD3* (r=-0,347; P<0,001) y CD4"* (r=-0,330; P<0,001).

2.4 Cargade ADN de TTV en cada tiempo analitico y resultados clinicos
Después evaluamos la relacion entre la carga de TTV en plasma, en cada uno
de los tiempos analiticos previamente descritos, con las variables clinicas del
estudio. Tal y como se describe en la tabla V-1X, no encontramos diferencias en
la mediana de las cargas basales entre los pacientes con y sin infeccién o iRAE,
ni tampoco el dia +7 tras el trasplante. Sin embargo, esta diferencia emerge a
partir de entonces, cuando la mayoria de los pacientes han alcanzado un estado
de inmunosupresion estable. En el primer mes tras el trasplante, la ADNemia de
TTV es superior en los pacientes que posteriormente sufrirdn una infeccion
postraspante o una iRAE respecto a los pacientes que no sufriran este efecto
adverso (P=0,023 y P=0,009 respectivamente)

Tabla V-1X. Comparacion de las cargas de ADN de TTV en plasma en relacién con la
aparicion de eventos clinicos posteriores al trasplante (logiocopias/ml)

Infeccion iRAE
Tiempo Si No Si No
(dias) DNAemia TTV P-valor DNAemia TTV P-valor
(logiecopias/mi£SD) (logiecopias/mI£SD)
+0 29116 28116 0,854 31+15 28+16 0,369
+7 32+17 31+£17 0,697 3516 3,0+£17 0,148
+30 46+13 38+19 0,023 49+172 39+18 0,009

SD: Desviacion estandar.

Del mismo modo, cuando evaluamos el pico de la carga de TTV en plasma en
los periodos previos al evento adverso, observamos que eran superiores tanto
en el mestres (5,6 £ 1,3 vs 4,7 £ 1,8 logio copias/ml; P = 0,007) como en el mes
seis (6,8 +2,0vs 5,8 + 1,7 logio copias/ml; P =0,012) entre los pacientes sin iRAE

respecto a aquellos con esta variable clinica compendiada. Figura V-XXVI
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Figura V-XXVI. Comparacion de la carga maxima de ADN de TTV en plasma el tercer y sexto
mes en relacién con la posterior aparicion de iRAE. iIRAE: eventos adversos relacionado con la
inmunosupresion

Con el fin de analizar la utilidad de la cuantificacién de TTV para la toma de
decisiones clinicas tempranas tras el trasplante, buscamos un valor de TTV el
primer mes tras el trasplante capaz de discriminar entre aquellos pacientes que
sufririan infecciones o iIRAE posteriormente; para ello realizamos una curva
ROC. El auROC para predecir infecciones o iRAE fue de 0,624 (95% CI: 0,517-
0,732; P=0,029) y 0,704 (95% CI: 0,588-0,820; P=0,002) con un cut-off éptimo
de 3,15y 4,56 copias/ml respectivamente. Asi pues, un valor de ADN de TTV en
plasma superior a estos valores se asocio con una mayor incidencia acumulada
de infeccion o iRAE (P=0,009 y P=0,0006 respectivamente), tal y como se

muestra en la figura V-XXVII.
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Figura V-XXVII. Curvas de incidencia acumulada de Kaplan Meier de las variables a estudio en
funcidn de la carga ADN de TTV en el primer mes tras el trasplante. A) Infeccién postrasplante
(P=0,009); B) iRAE: P=0,0006. iRAE: Efecto adverso relacionado con la inmunosupresion.

La capacidad predictiva de ambos valores, calculada mediante un analisis

Bootstrap con 100 muestras, se detalla en la tabla X.
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TablaV- X. Capacidad predictiva de las cargas de ADN de TTV el primer mes tras el

trasplante para predecir la aparicion de las variables a estudio en un Bootstrap de 1000

muestras.

Punto de Evento Sensibilidad Especificidad VPP (IC VPN (Ic

corte (logiw predicho (1C 95%) (1C 95%) 95%) 95%)

copias/ml)

Plasma>3,15 Infeccion 89,8% (79,6- 30,9% 53,8% 77,3% (59,1-
98,0) (18,2-43,6) (42,7-64,6) 95,5)

Plasma>4,56 iRAE 76,0% (60,0- 65,8% 41,3% 89,7% (81,0-
92,0) (55,7-75,9) (28,3-54,3)  96,6)

2.5 Areas bajo la curva de las ADNemias de TTV y resultados clinicos
En esta misma linea, evaluamos la capacidad de la ADNemia acumulada de TTV
en plasma para predecir infecciones o iRAE. Para ello, comparamos el AUC de
las cargas de TTV en el primer mes y los primeros 6 meses entre ambos grupos
de pacientes. Como observamos en la figura V-XXVIII, el AUCo-30 en los
pacientes que posteriormente desarrollarian una infeccion (5,1 £ 1.7vs 4,6 + 1.7
logio copias/ml; P=0,046) o una iRAE (5,4 £ 1,4 vs 4,7 = 1,7 logio copias/ml;
P=0,015) era significativamente mayor que en aquellos en los que no (Panel A).
Esto mismo ocurrio al analizar el AUCo-1s0, el cual fue también significativamente
superior en los pacientes que sufrieron una infeccion o iIRAE que en aquellos en
los que no. (8,8 £1.3vs 7,9 + 1,6 logio copias/ml; P=0,032) y (9.1 +1.2vs 7.9
1.5 10g10 copies/ml; P = 0,023) respectivamente (Panel B).
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Figura V-XXVII11. Comparacion de los 1og10 del AUC de la carga de ADN de TTV cuantificadas

entre la linea base y el primer mes postrasplante (A) y el sexto mes postrasplante (B) atendiendo

a la aparicion posterior de infeccion o de iRAE. AUC: Area bajo la curva; iRAE: Evento adverso

relacionado con inmunosupresion.

2.6 Cinética de las ADNemias de TTV y resultados clinicos

Después, estudiamos la correlacion de la dinamica de TTV con las variables

clinicas a estudio. Concretamente, evaluamos la trayectoria del virus, ya fuera

ascendente o no, el tiempo de duplicacion y los cambios entre las cargas de dos
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tiempos consecutivos de analisis. Los pacientes con una trayectoria ascendente
de las cargas comprendidas entre el dia +7 y +30 postrasplante tuvieron una
mayor proporcion de infecciones que aquellos pacientes sin esta trayectoria
(57.3% [47/82] vs 18.8% [3/16]; P = 0,005). Se observé una tendencia no
significativa para este mismo fendmeno cuando evaluamos iRAE (26,8% [22/82]
vs 6,2% [1/16]; P = 0,108). De hecho, una cinética ascendente entre ambos
puntos actu6 como predictor independiente de infeccion postrasplante
(H.R=4,29; IC95%: 1,32 — 14,04; P=0,016) con diferencias significativas también
en términos de incidencia acumulada (log — rank P=0,013), tal y como se muestra

en la siguiente figura:
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Figura V-XXVIII. Curvas de incidencia acumulada de Kaplan-Meier de infeccién postrasplante
en relacion a la cinética del ADN de TTV observada entre el dia +7 y +30 después del trasplante
(P =0,013)

No se encontraron mas asociaciones entre tiempos restantes de analisis,
incluyendo al tiempo comprendido entre el momento basal y el dia +7 tras el
trasplante. EI mayor tiempo de duplicacion se obtuvo entre el dia +7 y +30
postrasplante, (Td: 4,9 dias; [IQR: 3,3 — 7,6]). Observamos un tiempo de
duplicacibn menor en el primer mes de trasplante entre los pacientes que
recibieron ATG, como parte de su terapia de induccién, tanto en el intervalo entre
el dia basal y el dia +7 (Td:4,0 dias; [IQR: 2,1 — 6,5]) vs. (Td: 7,1dias; [IQR: 4,3
—17,1] P<0,001), cuanto en el comprendido entre el dia +7 hasta el primer mes
tras el trasplante (Td: 4,0 dias; [IQR: 2,8 — 6,1]) vs. (Td: 6,3 dias; [IQR: 3,6 — 9,1]

P=0,020). A tenor de esta diferencia estudiamos si las variables principales de
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estudio estaban condicionadas por la utilizacion de ATG en el esquema de
induccion. No hubo diferencias entre los pacientes tratados con ATG en cuanto
al desarrollo o no de infecciones o0 IRAE. Sin embargo, el tiempo de duplicaciéon
entre el dia +7 postrasplante y el primer mes fue menor en aquellos pacientes
que no recibieron ATG y desarrollaron infeccién postrasplante comparado con
aguellos que permanecieron libres de esta complicacion. (Td: 5,5 dias; [IQR: 3,5
—8,4]) vs (Td: 7,3 dias; [IQR: 7,3 — 22,4] P=0,070).

2.7 Cargade ADN de TTV y rechazo del injerto

En ultimo lugar, analizamos la asociacion entre la carga de ADN de TTV en
plasma y el rechazo del injerto. Encontramos que la carga de TTV el dia basal
era significativamente menor en pacientes que posteriormente sufririan un algan
evento de rechazo del injerto en los primeros 90 dias respecto a aquellos libres
de este evento. (1,7+2,3 vs 2,9+1,6 logio copias/ml; P=0,035). De hecho, la
proporcion de pacientes con carga indetectable en el tiempo basal fue
significativamente mayor en aquellos pacientes que sufririan el acontecimiento
adverso respecto a los que no. (28% [2/7] vs 3,3% [6/180] P=0,030)

La carga basal de TTV fue el Unico factor predictivo que permanecio significativo
en el andlisis multivariante de factores de riesgo para predecir la aparicion de

rechazo en los primeros 90 dias tras el trasplante. (Tabla V-XI)

Tabla V-XI. Factores de riesgo para la aparicion de rechazo en los primeros 90 dias tras el
trasplante.

Anélisis Analisis
Rechazo agudo oo A
P- univariante multivariante

valor

Si(n=11) No (n=210) HR [1C95%], P-valor)
Edad (mediaxSD) 51,6+13,2 54,0+158 0,609
Género [n(%)] 8 (72,7) 152 (72,4) 1,000
DM pretrasplante 2 (18,2) 68 (32,4) 0,509

[n(%)]

Serologia VHC [n(%)] 2 (18,2) 15 (7,1) 0,203
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TOSprevia[n (%)]  4(365) 25(12,0) 0042  3.94 (IC95%
[1,15 - 13,47] -
P=0,029)

Hipersensibilizacion 1(9,1) 15 (7,1) 0,571
previa [n(%)]

Incompatibilidades 8 (72,7) 151 (71,9) 1,000
HLA >4 [n(%)]

Terapia de reemplazo 9 (81,8) 185(88,1) 0,629
renal [n(%)]

Tiempo de dialisis, 988 (258 536 (284 — 0,649 _ _
dias (IQR) —1.499) 1.059)

Edad del donante 50+16 5216 0,650 _ _
(media £SD)

Tiempo de isquemia 15+9 15+7 0,906

fria, horas (mediana -- --
+SD)

DCD [n (%)] 1(9,) 46 (21,9) 0,464 - -

Donante vivo [n (%)]  2(18,2) 27 (12,9) 0,641 - -

Usode ATG [n (%)]  8(72,7) 98(46,7) 0,092 2,91 (IC95%

[0,77 —10,99] -
P=0,114)

Retraso en la 6 (54,5) 96 (45,9) 0,577
funcionalidad del -- --
injerto [n (%)]
Carga basal de ADN 17+24 2916 0,035 0,69 (IC95% 0,69 (1C95%
de TTV en plasma, [0,49 - 0,97] [0,49 - 0,97]
logio copias/ml P=0,033) P=0,034)

(mediatSD)

ATG: Timoglobulina; HR: DCD: Donante tras la muerte circulatoria; Hazard Ratio; DM:
Diabetes Mellitus; IQR: Rango intercuartilico; SD: Desviacion estandar; TOS: Trasplante de
organo sélido; VHC: Virus de la hepatitis C
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Cada vez existe un mayor cuerpo de evidencia sobre la correlacién entre
TTV e inmunidad. Esta interrelacion a priori parece de tipo inverso en el
trasplante de érgano sélido, es decir, a mayor funcionalidad inmune menor carga
de TTV. Este virus se ha postulado como un marcador util para inferir el nivel de
inmunosupresion efectiva, guiando mediante su monitorizacion el uso de
inmunosupresores de manera especifica en cada paciente. Si esto es
extrapolable al Alo-TPH, no ha quedado completamente dilucidado (16, 17, 75).

En primer lugar, en el trabajo (Albert E. J. Clin Virol 2017) evaluamos la
dinamica temprana de TTV tras el trasplante alogénico de precursores
hematopoyéticos, concretamente hasta el dia +120 después del trasplante.
Hemos realizado este analisis de manera comparada junto con la reconstitucion
del RALc y del RAL, dado que estos ultimos son el principal nicho replicativo del
virus. A este respecto, concluimos lo siguiente:

0] La carga de TTV pre-acondicionamiento fue comparable
independientemente de cual fuera la enfermedad hematoldgica de base. Estos
resultados divergen de los publicados por el grupo de Masouridi et al. (75), en
que la carga de TTV si se ve influenciada por la patologia de base en el momento
del trasplante. Asi, pacientes con leucemia linfoide aguda o linfoma no Hodgkin
presentaron cargas sustancialmente mas altas que los pacientes con otras
enfermedades hematoldgicas. El escaso nimero de pacientes con leucemia
linfoide aguda y linfoma no-Hodgkin, en ambas series, impide extraer
conclusiones definitivas a este respecto. Se requeriran, por tanto, estudios
adicionales que permitan dilucidar esta aparente discrepancia.

(i) Hemos evidenciado una disminucién drastica de la carga de TTV
tras el acondicionamiento, acompafada a su vez de una caida del recuento
absoluto de linfocitos. Este hallazgo corrobora la hipétesis de que los linfocitos
son el lugar principal de replicacion del virus y que, por tanto, la deplecion
medular consecuente al acondicionamiento impide la consecucién del ciclo viral.
Este mismo fendmeno ha sido previamente documentado en un pequeio
subgrupo de pacientes, nueve en total, en dos estudios previos (16, 17). En
nuestra cohorte, la magnitud del descenso de la carga de ADN de TTV fue similar

tanto si el acondicionamiento fue o no fue mieloablativo.
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(i)  La carga de ADN de TTV se incrementd progresivamente desde el
momento del injerto hasta alcanzar su pico maximo el dia +90. Existe, ademas,
una clara tendencia, aunque no estadisticamente significativa, hacia una
correlacion positiva entre el RAL y los niveles de ADN de TTV. Este dato
respalda observaciones previas hechas tanto en trasplante autélogo (43), como
en alogénico (16, 44) de precursores hematopoyéticos. Este hecho indica que la
reconstitucion del injerto aporta células competentes para la replicacion del virus
y, por tanto, en trasplante alogénico el incremento de la carga de ADN de TTV,
al menos en la fase inicial tras el trasplante, refleja la repoblacion linfocitaria. Sin
embargo, la correlacion de este incremento progresivo de ADN de TTV junto con
el recuento absoluto de linfocitos con una adecuada reconstitucion de la
competencia inmunitaria no puede ser directamente inferida hasta la fecha.

A pesar de lo expuesto, la mayoria de las lineas de evidencia hasta el
momento sugieren, tal y como ocurre en trasplante de érgano sélido, que el
grado de inmunosupresion tras el trasplante modula el nivel replicativo del virus
e incluso la magnitud de la ADNemia de éste. En este sentido, en nuestro trabajo
hemos observado que la carga de TTV del dia +90 tras el trasplante es
significativamente superior a la obtenida antes del acondicionamiento, lo cual
puede reflejar, en mayor o menor medida, el efecto de los farmacos
inmunosupresores en la inmunidad del paciente. No encontramos diferencias en
el patrén cinético de TTV tras el injerto, ni atendiendo al tipo de trasplante ni al
tipo de profilaxis empleada para prevenir la EICH. Asimismo, pacientes con
enfermedad de injerto contra huésped grados II-IV, que recibieron
glucocorticoides a altas dosis, experimentaron incrementos en la carga de TTV
entre los dias +20 y +60 superiores que los pacientes con EICH grado O-l,
independientemente del recuento de linfocitos. Esta diferencia, aunque tendente,
no alcanz6 significacion estadistica. Este mismo hallazgo ya habia sido
documentado previamente: nuestro trabajo corrobora estos resultados. (75). Ni
la carga de TTV el dia +20 tras el trasplante ni aquella cuantificada el dia +30
tras éste, permitieron predecir el desarrollo posterior de EICH grave.

Ademas de su disefio retrospectivo, este primer estudio tiene diversas
limitaciones. En primer lugar, no dispusimos de todas las muestras secuenciales
gue habiamos planeado analizar para varios de los pacientes. En segundo lugar,
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no realizamos un fenotipado de los diferentes subtipos de linfocitos, por lo que
no pudimos inferir la funcionalidad potencial de los subgrupos de linfocitos
repoblados. A este respecto se ha demostrado que el incremento de la carga de
ADN de TTV en plasma en el trasplante aut6logo se correlaciona particularmente
con los linfocitos T CD8 CD57+ (76). Este marcador es representativo de una
diferenciacion terminal de los linfocitos. Por tanto, esta correlacion, y
concretamente el incremento de la ADNemia de TTV, se ha interpretado como
un marcador de inmunosupresién asociado al incremento de estos linfocitos (77).
Sin embargo, este subtipo es bastante heterogéneo, con funciones incluso
antagonicas (citotoxica o reguladora); por lo tanto, el efecto resultante de su
actividad depende en gran medida del subgrupo predominante (78). En este
sentido, se ha demostrado que una expansion especifica de este subtipo de
linfocitos T esta asociado con la recuperacion del paciente frente a una viremia
por CMV vy, por tanto, a la ausencia de progresion hacia enfermedad por CMV
(79). Ademas, CD57+ es un marcador de polifuncionalidad en células T cuya

expansion es impulsada por la replicacion de CMV (80, 81).

Una vez analizada la dinAmica de TTV tras el trasplante, en el segundo
proyecto (Albert E BMT 2017), sugerimos que la cuantificacién de la magnitud
total de su carga inmediatamente después del injerto, concretamente entre los
dias +20 y +30 tras el trasplante (logio AUC20-30 ADN de TTV), podia ser un
pardmetro auxiliar util que permitiera predecir la aparicion posterior de infeccién
activa por CMV tributaria de tratamiento con farmacos antivirales. Este parametro
podria complementar otros, como el analisis de la respuesta funcional de
linfocitos T frente a CMV, o el comportamiento cinético del virus en sangre (46).
Ambos parametros permiten inferir el riesgo de episodios con cargas elevadas
de CMV en el paciente trasplantado y han demostrado su utilidad en la toma de
decisiones para la instauracion de un tratamiento antiviral, previniendo asi la
enfermedad por CMV. Su uso mejora la supervivencia global de estos pacientes
(70) (82).

Encontramos que la magnitud del logio AUC20-30 de ADN de TTV entre
pacientes con o sin ADNemia de CMV subsecuente no fue significativa, aunque
Si existio una tendencia que indicaba una correlacion inversa entre los dos
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parametros. Sin embargo, si que observamos una asociacion entre los pacientes
gue desarrollarian ADNemias de CMV de alto nivel dependientes de tratamiento
antiviral para su resolucion y una media significativamente menor de AUC20-30 de
TTV en aquellos que fueron capaces de aclarar la infeccion sin la necesidad de
tratamiento o aquellos sin ADNemias documentadas. Los criterios empleados
para el inicio del tratamiento antiviral fueron uno de los siguientes: tiempo de
duplicacion de CMV<2 dias (n=2) o una carga de ADN de CMV>1.000 copias/ml
(n=15). Resulta de interés destacar que ambos parametros se aplican
comunmente como desencadenantes del inicio del tratamiento antiviral en este
contexto.

Identificamos, ademas, un umbral de carga de AUC20-30 de ADN de TTV
(2,8 copias x dia x ml't) que se asocid, en un andlisis univariante, con un
incremento del riesgo de sufrir episodios de ADNemia de CMV de alto grado
tributarios de tratamiento antiviral, aunque el valor predictivo para este evento
fue modesto. El otro factor de riesgo que identificamos en nuestra serie para este
tipo de episodios fue una serologia frente a CMV donante/receptor D-/R+
respecto a D+/R+, como ya se ha reportado previamente (46). Ningun otro factor,
ya fuera el tipo de trasplante, el régimen de acondicionamiento, el uso de ATG,
el uso de ciclofosfamida postrasplante o la aEICH, se asocié con ADNemia de
alto grado por CMV en nuestra cohorte. Es notorio el alto impacto que ha tenido
la inclusion de siete pacientes con AUC20-30=0 en el grupo que posteriormente
desarroll6 ADNemia de CMV de alto nivel. Resulta, sin embargo, de interés
destacar que estos pacientes mostraron un incremento modesto 0 una ausencia
de incremento en RAL entre los dias 20-30 después del trasplante, fueron
clinicamente heterogéneos y no habian sido tratados con ATG, un agente
depleccionante de linfocitos T con un fuerte impacto en la dinAmica de TTV en
SOT (83). Cuatro de estos pacientes recibieron un trasplante cuya fuente fue la
sangre de cordon o la médula 6sea, o tuvieron una compatibilidad HLA no
idéntica. Situaciones, todas ellas, que se asocian con un retraso en la
reconstitucion de inmunidad T especifica frente a virus.

Aunque los datos reportados parecen prometedores, deben ser
interpretados con precaucién, habida cuenta del escaso nimero de ADNemias
por CMV de alto nivel (n=17) incluidas en el andlisis. En este contexto, decidimos
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no tener en cuenta los episodios de ADNemias de CMV documentados antes del
dia +30 postrasplante, lo cual supuso aproximadamente el 50% de los episodios,
independientemente de si estos finalmente requirieron o no tratamiento antiviral.
Esto se justifica por la posibilidad de que la replicacion de CMV puede modular
la cinética de la carga de CMV, aunque en nuestra serie los datos parecen indicar
lo contrario.

Curiosamente, a pesar de que la carga de ADN de TTV se correlaciona,
como hemos comentado previamente, con RAL tras el trasplante, en nuestra
serie la magnitud de linfocitos absolutos (AUC20-30 RAL) no se asocio
significativamente con la aparicion de episodios de ADNemia de CMV de alto
grado. Aunque si se observaron AUC mayores en pacientes capaces de resolver
los episodios de CMV sin necesidad de tratamiento antiviral. Los pacientes
incapaces de alcanzar una reconstitucion temprana de la inmunidad T frente a
CMV tras el trasplante tienen mayor riesgo de desarrollar infeccidén activa por
CMV dependiente de tratamiento antiviral para su resolucién (65) (66). En este
mismo contexto, observamos que los linfocitos T CD8 especificos frente a los
antigenos pp65/IE-1, enumerados el dia +30 tras el Alo-TPH en pacientes sin
ADNemia previa por CMV, mostraban una tendencia hacia una correlacién con
el AUC2030de ADN de TTV. Esto sugiere que el AUC20-30de ADN de TTV puede
comportarse como un marcador subrogado de reconstitucién inmune CMV
especifica. Sin embargo, esta correlacién no alcanzé significacion estadistica,
probablemente debido al escaso nimero de pacientes de los que se tuvo datos
de inmunidad especifica, lo cual impide extraer conclusiones robustas al
respecto. A pesar de ello, apoyando nuestra hipo6tesis cabe destacar que también
observamos una asociacion inversa, aunque tampoco significativa, entre el
AUC20-30de ADN de TTV y el pico de ADN de CMV en los episodios de infeccion
activa por este virus. Fuimos incapaces de inferir el riesgo de sufrir uno o0 mas
episodios recurrentes de ADNemia por CMV a través del AUC20-30 de ADN TTV.
Aunque, dado que el riesgo de recurrencias depende en gran medida de la
expansion de linfocitos en el episodio inicial de infeccion activa por CMV, este
hecho no fue del todo inesperado.

Tampoco encontramos asociacion entre las AUC20-30 0 AUC2050 Y la
incidencia de episodios iniciales o recurrentes de EBV. En nuestra cohorte muy
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pocos pacientes recibieron rituximab, lo cual impide obtener conclusiones del
analisis de este evento. En ausencia de datos de inmunidad especifica frente a
EBV, especulamos que el espacio de tiempo comprendido entre las mediciones
de ADN de TTV puede haber resultado insuficiente para evaluar el nivel de
reconstitucion de linfocitos T frente al virus, lo cual ocurre a menudo bastante
tiempo después del trasplante (84, 85).

Gilles et al. (45) encontré el dia +30 postrasplante cargas de ADN de TTV
significativamente mayores en pacientes con reactivacion de CMV, EBV o
episodios de aEICH, lo cual refuerza la idea de que la ADNemia de TTV puede
ser un marcador subrogado de inmunosupresion. En nuestra serie, la
cuantificacion de las cargas de TTV pretrasplante, el dia +20 o +30
postrasplante, fueron comparables entre ambos grupos (requirieran estos o0 no
terapia antiviral), aunque si se observo una tendencia con las cargas de ADN de
TTV tanto del dia +20 cuanto +30 postrasplante. Ambos estudios difieren en las
caracteristicas de la PCR a tiempo real de TTV, CMV y EBV (45). También
existen diferencias importantes en las caracteristicas clinicas de los pacientes
incluidos en cada uno de los grupos de comparaciéon. Mientras que en el estudio
de Guilles et al. (45) todos los pacientes con reactivacion de CMV o EBV parecen
haber desarrollado aEICH, una condicidén que origina un incremento significativo
de la carga de TTV, como hemos visto previamente, en nuestro estudio los
pacientes con y sin infeccion activa, tanto por CMV como por EBV, ya estuvieran
tratados o no, estaban balanceados en términos de incidencia de aEICH.

CMV es un potente agente proinflamatorio e inmunosupresor y, como tal,
puede modular la ADNemia de TTV en sangre. Este hecho se pone de manifiesto
en individuos sanos. Aquellos con serologia positiva para CMV tienen valores de
TTV mayores que aquellos con serologia negativa, al menos en ciertos rangos
de edad (86). A pesar de esto, nosotros no hemos encontrado evidencias que
sugirieran que la replicacion de CMV pueda influir en la cinética de TTV en los
primeros 50 dias tras el trasplante alogénico. En primer lugar, ni el incremento
de la carga de ADN de TTV tras el injerto (entre los dias 20 y 30 tras el trasplante)
ni la magnitud de la carga en este intervalo, cuantificada mediante el AUC20-30 de
ADN de TTV, fue aparentemente similar, independientemente de si el paciente
sufria ADNemias detectables de CMV antes del dia +30 postrasplante o no. En
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segundo lugar, no encontramos correlacion entre las cargas de ambos virus a lo
largo del periodo de estudio. A pesar de ello, consideramos que se requiere una
mayor cantidad para corroborar esta asuncion.

En la actualidad no disponemos de biomarcadores que permitan inferir el
riesgo de los pacientes sometidos a Alo-TPH de sufrir viremias de alto grado por
CMV, con la excepcion de la cuantificacion de niveles de linfocitos T CMV
especificos en sangre periférica, que se comporta mas como un marcador para
predecir proteccion que como un predictor del riesgo del evento (46). La
monitorizacion temprana de la ADNemia de TTV en este tipo de pacientes puede
ser una herramienta Util para satisfacer una necesidad aun no resuelta.
Desafortunadamente, un subgrupo de pacientes presenta episodios de infeccion
activa por CMV antes del dia +30 postrasplante, aproximadamente un 50% en
nuestra serie. Estos no podrian beneficiarse de este biomarcador, al menos tal y
como se ha desarrollado aqui.

Por tanto, con todo lo expuesto hasta ahora, consideramos que la
dinamica de la ADNemia de TTV en el plasma de los pacientes sometidos a Alo-
TPH, en el periodo temprano, puede comportarse como marcador de
reconstitucion inmune, al contrario de lo observado en el trasplante de 6rgano
sélido (7, 28, 35, 38, 83). Este fendmeno se puede explicar a partir de los
siguientes hechos:

(1) TTV se replica mayoritariamente en los linfocitos(18)

(i) La citopenia (linfopenia) que sobreviene tras el acondicionamiento:
los regimenes de induccion tras el TOS no generan una linfopenia tan profunda
(excepto cuando se usan farmacos depleccionantes de linfocitos T a altas dosis)

(iii) La repoblacion rapida de linfocitos T tras el injerto se asocia con
un descenso del riesgo de infeccidn oportunista(46)

(iv) Existe una correlacion directa entre RAL y las ADNemias de TTV
en los estadios inmediatamente posteriores al injerto.

No obstante, los episodios de aEICH que requieren altas dosis de
corticoides, como hemos comentado previamente, pueden modificar la carga de
TTV, lo cual podria desdibujar esta relacion. También resulta de interés estudiar
si posteriormente la carga de ADN de TTV, una vez alcanzado un estado de
equilibrio estacionario, refleja el nivel de inmunosupresion de manera analoga a
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como ocurre en el trasplante de 6rgano sdlido, asi como si su magnitud esta
relacionada con la enfermedad de base, el régimen de inmunosupresion o el tipo
de trasplante.

Una vez mas, las limitaciones de este segundo proyecto fueron, por una
parte, su caracter retrospectivo, lo cual hizo imposible conseguir todas las
muestras que en un principio se habian planificado; por otro lado, el reducido
tamafo de la cohorte, asi como, por ultimo, el hecho de que no se dispusiera de

todos los datos de inmunidad CMV especifica.

En el tercer proyecto (Albert E. J Med Virol 2018) examinamos el
comportamiento cinético de las cargas de ADN de TTV en la saliva con el fin de
investigar si esta muestra era una alternativa adecuada al plasma para la
monitorizacion del ADN de TTV, dadas las ventajas obvias que esta muestra
ofrece sobre el plasma. Otros trabajos desarrollados en individuos sanos
mostraron que el ADN de TTV se detecta frecuentemente en saliva (53-55), e
incluso que en este medio puede encontrarse en mayor cuantia que en muestras
de suero pareadas (54). Aqui hemos examinado la cinética de las cargas de ADN
de TTV en muestras de saliva obtenidas de una cohorte de pacientes sometidos
a alo-TPH y lo hemos comparado tanto con las ADNemias del virus en plasma
como con el RAL. Hasta donde sabemos, ningln estudio previo ha abordado
este tema.

Nuestro estudio presenta varios hallazgos de potencial interés biolégico y
clinico:

0] El ADN de TTV se ha detectado en mayor proporcion en las
muestras de saliva que en las de plasma; tal afirmacion se cumplié en cada uno
de los momentos temporales evaluados y fue particularmente notable poco
después del injerto. De hecho, en 10 pacientes detectamos ADN de TTV en la
saliva sin ADNmia de TTV concurrente, mientras que solo 2 pacientes tuvieron
ADNemia de TTV en ausencia de cargas de ADN de TTV detectables en saliva.
En total, hubo 6 pacientes en los que el ADN de TTV no se pudo detectar en la
saliva. Como no se realiz6 una cuantificacion del ADN celular total, no pudimos
inferir si estos Ultimos especimenes eran de una calidad adecuada para su
cuantificacion mediante PCR.
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(i) Las cargas de ADN de TTV en la saliva fueron de mayor magnitud
que las cuantificadas en muestras de plasma, nuevamente en todos los tiempos
de muestreo estudiados, incluidas las muestras pareadas previas al trasplante.
Aunque esto podria deberse al reclutamiento local de linfocitos T (y a la
consiguiente secrecion de TTV) debido a la mucositis oral, un evento muy
prevalente dias después del acondicionamiento farmacoldgico que acomparia al
trasplante hematologico. Por otra parte, esta observacion también puede indicar
que la cavidad oral es un lugar privilegiado para la replicaciéon de TTV. Es de
interés destacar que estos datos deben interpretarse con precaucién, ya que se
utilizaron plataformas diferentes para la extraccion del ADN de las muestras de
saliva y las de plasma. En esta misma linea, todavia se debate, de hecho, si
existe una negatividad real de TTV en la poblacién general; el uso de
herramientas de detecciéon y cuantificacion mas sensibles podria ayudar a
resolver el problema

(i)  La cinética de la carga de ADN de TTV en muestras de saliva y
plasma fue analoga. En general, se encontré que las cargas de ADN de TTV
aumentan de manera constante tras el injerto, alcanzando niveles maximos
aproximadamente el dia +90 tras el trasplante, en ambos compartimentos; de
hecho, las cargas de ADN de TTV en las muestras de saliva y plasma se
correlacionaron modesta pero significativamente durante todo el periodo de
estudio, en mayor medida alrededor de los dias +30 y +50 postrasplante; sin
embargo, la carga de ADN de TTV en la saliva tardé méas tiempo en alcanzar
niveles superiores a aquellos medidos antes del trasplante.

(iv)  La existencia de una correlacién directa entre las cargas de ADN
de TTV y el RAL tras el injerto ha sido ampliamente documentada, tanto en este
trabajo como por otros autores. A este respecto, resulta de interés destacar que
el RAL, en esta clase de pacientes, no permite inferir el nivel de proteccién
inmune contra los procesos infecciosos de manera general. De hecho, se ha
probado previamente que los RAL no se asocian significativamente con la
supervivencia libre de viremia por CMV dentro de los primeros 120 dias tras el
Alo-TPH (79). Por lo tanto, la monitorizacion de la carga de ADN de TTV, tanto

en saliva como en plasma, no se debe entender como una alternativa al recuento
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leucocitario, cuya medicion se basa en procedimientos altamente estandarizados
y de menor coste.

La principal limitacién de este estudio es el tamafio relativamente limitado
de la cohorte y, en particular, la falta de disponibilidad de una serie de muestras
secuenciales que habiamos planeado analizar. Ademas, los diferentes tiempos
de muestreo no tuvieron la suficiente frecuencia como para diseccionar la
cinética temprana del virus en este tipo de muestra tras el régimen de
acondicionamiento. Por tanto, los datos presentados aqui sugieren que la
monitorizacion secuencial de la carga de ADN de TTV en muestras de saliva
permite la inferencia del grado de repoblacion de linfocitos después del injerto,
al igual que la monitorizacién de la carga de ADN de TTV en plasma. Haran falta
mas estudios para determinar si la monitorizacién de los niveles de ADN de TTV
en muestras de saliva puede ser de alguna utilidad para la inferencia de la

reconstitucion inmune después de alo-TPH.

En el cuarto proyecto (Albert E. Med Microbiol Immunol 2019) evaluamos
la dinamica de ADN de TTV en un periodo tardio tras el trasplante (tras el dia
100) asi como su utilidad clinica potencial como biomarcador del grado de
inmunosupresion. Como hemos comentado, su uso como marcador subrogado
de la competencia inmune en receptores SOT esta respaldado por una gran
cantidad de evidencia (28, 35, 37-40, 83, 87). Sin embargo, discernir la utilidad
clinica de la monitorizacion del virus en el entorno del alo-TPH sigue siendo
complicado, lo que probablemente refleja las profundas diferencias biologicas
entre ambas modalidades de trasplante. Tal como hemos visto, la magnitud de
la carga de ADN de TTV tras el injerto puede comportarse como un marcador de
la reconstitucion inmunoldgica, de hecho, hemos relacionado la magnitud de la
carga de TTV con el nivel proteccion contra la ADNemia de alto grado de
citomegalovirus en plasma (CMV). Otros estudios, por el contrario, apuntan a la
idea opuesta, segun la cual el ADN de TTV en plasma se comportaria como un
marcador de inmunosupresion (45, 88). Las observaciones realizadas en este
mismo proyecto indican que el grado de inmunosupresion después del trasplante
puede modular el nivel de replicacion de TTV; de hecho, encontramos, en el
primer trabajo, que los pacientes con aEICH grave que recibieron
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corticosteroides a dosis altas experimentaron aumentos en la carga de ADN de
TTV entre los dias + 20 y + 60 tras el trasplante de mayor magnitud que los
controles (pacientes con grados 0-I de aEICH), independientemente de los
recuentos de RAL. A la luz de estos resultados, postulamos que cuando los
niveles de ADN de TTV alcanzan la fase de meseta, lo cual puede devenir una
vez los linfocitos han conseguido una repoblacion completa, el virus se
comportaria como un biomarcador de inmunosupresion, una suposicion que
otros autores han compartido(88).

En nuestro medio, tal y como refleja este cuarto trabajo, la dindmica de la carga
de ADN de TTV durante los primeros 8 meses tras el trasplante ha seguido un
patron que ya habia sido descrito previamente (88); se observaron niveles
crecientes de ADN de TTV desde aproximadamente el momento del injerto hasta
alcanzar su pico maximo el dia + 90 postrasplante; y tras este periodo de
reconstitucion se observaron niveles relativamente estables hasta el dia + 210
tras el trasplante, momento en el que disminuyeron ligeramente, aunque siempre
con valores por encima de los medidos antes del acondicionamiento. El escaso
namero de casos en esta serie impidid cualquier andlisis significativo de
subgrupos que permitiera evaluar el impacto del tipo de enfermedad de base o
el régimen de acondicionamiento en la cinética tardia de la carga de ADN de TTV
como si se realizo en el otro estudio(88).

La idea de que la carga de ADN de TTV puede comportarse como un marcador
de inmunosupresion después del dia + 100 después de alo-TPH se respaldada
principalmente por dos observaciones. En primer lugar, las cargas de ADN de
TTV medidas entre los dias + 120 y + 210 tras el trasplante se correlacionaron
inversamente con los valores de RAL pareados. En un estudio reciente(88), se
observd esta misma correlacion inversa entre estos dos parametros; en dicho
analisis, sin embargo, se tomaron en consideracién todos los valores medidos
durante el periodo de seguimiento, es decir, no se realizé un subanalisis que
permitiera inferir la dinamica del virus para los tiempos temprano y tardio tras el
alo-TPH. En segundo lugar, la mediana del AUC de ADN de TTV entre los dias
90 - 210 tras el trasplante fue significativamente mayor en pacientes tratados con
prednisona para EICH (aguda, crénica o ambas) que en los controles, incluso se
observo una tendencia que correlacionaba este parametro cinético de ADN de
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TTV y la dosis acumulada de corticosteroides empleada. Esta ampliamente
demostrado que el uso de glucocorticoides afecta significativamente a la
funcionalidad del sistema inmune, de ahi el impacto que observamos entre su
uso y la alteracién de la cinética del virus. Resulta de interés destacar el hecho
de que el tipo de régimen inmunosupresor utilizado para la prevencion de la
aparicion de EICH no difirié entre los pacientes sometidos a tratamiento con
corticosteroides y los que no lo hicieron. En linea con nuestras observaciones,
Wohlfarth et al. (88) informaron que los pacientes con aEICH que requirieron
corticosteroides sistémicos a dosis altas mostraron una tendencia hacia niveles
mas altos de ADN de TTV a los 4-5 meses después del trasplante que los que
no.

La correlacién inversa hallada entre las cargas de ADN de TTV y el RAL medidos
ambos entre los dias + 120 y + 210 después del trasplante puede explicarse, al
menos en parte, por el efecto de los corticosteroides que afecta a la redistribucién
de linfocitos (lo que resulta en linfopenia) y su funcionalidad(89). Es probable que
la inmunidad de las células T desempefie un papel relevante en el control de la
replicacion de TTV. Este hallazgo también favorece la idea de que los linfocitos
T no son el tnico anfitrion celular para la replicacién de TTV (28). De hecho, en
esta misma linea, como acabamos de comentar, en general, las cargas de ADN
de TTV son significativamente mas altas en la saliva que en el plasma y se
correlacionan peor con el recuento de linfocitos que aquellas cuantificadas en
plasma después del injerto.

Este ha sido un estudio de tipo exploratorio, cuyo objetivo principal era
caracterizar la cinética tardia de la carga de ADN de TTV tras el alo-TPH, no se
llevd a cabo, por lo tanto, con el fin de evaluar el valor clinico potencial de las
cargas de ADN de TTV como un biomarcador, asi como su capacidad para
predecir complicaciones relacionadas con la inmunosupresion después del
trasplante. Ademas de su disefio retrospectivo y unicéntrico, las principales
limitaciones de este trabajo son el pequefio tamafio de la cohorte, lo que socava
la solidez de los andlisis estadisticos y la imposibilidad de tener todas las
muestras de todos los pacientes para la cuantificacién del ADN de TTV, aunque
el nimero de especimenes faltantes representé menos del 10% de los previstos
inicialmente para su analisis.
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En el dltimo de nuestros proyectos (Fernandez-Ruiz M. Am J Trasnplant
2018) evaluamos la utilidad de la monitorizacion de TTV, en el ambito del
trasplante del 6rgano sélido, para la prediccion de infecciones postrasplante,
infecciones oportunistas 0 en general cualquier tipo de reaccion adversa
atribuible a un nivel de inmunosupresién excesivo. En él encontramos una clara
asociacion entre la cinética del virus y la infeccidn postrasplante que se expresé
de la siguiente manera; Todos los pacientes que desarrollaron una infeccién
postrasplante o iRAE a partir del primer mes mostraron valores mas altos de
ADN de TTV en los meses previos, tanto en el valor individual de la carga de
ADN del virus como cuando lo expresamos por medio del AUC que refleja la
magnitud acumulativa de estas cargas. Por otro lado, las cargas pretrasplante
de estos pacientes fueron mayores en aquellos con una probabilidad menor de
sufrir rechazo agudo del injerto. Todo esto refuerza la idea de que la cinética de
TTV esta fuertemente asociada la inmunocompetencia del paciente trasplantado.
Este trabajo también aporta datos de interés epidemiolégicos. (i) Detectamos
ADN de TTV en la muestra basal del 96,3% de los pacientes con ESRD
(enfermedad renal en fase terminal), lo que indica que la prevalencia en este
grupo de poblacién es mayor que en individuos sanos(86, 90, 91), pero similar a
otros enfermos crénicos ya sean enfermos con VIH, con hepatitis infecciosa (31,
91, 92) o con enfermedad terminal pulmonar o hepatica(83, 93, 94). (i) Hemos
observado una correlacion directa entre la edad y la carga de TTV, como ya
habian documentado previamente otros autores(86), este hecho se justifica por
la falta de control de virus asociada a la inmunosenescencia. En esta misma
linea encontramos que los pacientes seropositivos para CMV tenian cargas de
ADN de TTV mayores(95).
Atendiendo a la utilidad de la monitorizaciébn de la cinética de TTV como
marcador de inmunosupresion, encontramos una correlacion inversa entre la
ADNemia de TTV y el recuento de linfocitos T, CD3+, CD4+ y CD8+ tanto en el
primer mes postrasplante como en el tercero. Se cree que los linfocitos T son el
principal soporte celular que posibilita la replicaciéon de TTV, esta afirmacion se
ha basado en la observaciéon de un descenso abrupto en la ADNemia de TTV
cuando los pacientes sometidos a trasplante se trataban con farmacos
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depleccionantes de linfocitos T, no hallandose este mismo fenédmeno cuando se
utilizaban otros farmacos sin esta actividad para los regimenes de induccion(18).
En nuestra cohorte, sin embargo, el uso de timoglobulina como terapia de
induccion se asocié con mayores cargas de TTV y con tiempos de duplicacion
menores durante el primer mes postrasplante. El origen de esta discrepancia
podria hallarse, por un lado, en el hecho de que la disminucion en la carga de
ADN de TTV reportada en estudios previos Unicamente fue evidente en las
primeras dos semanas tras el trasplante(18), es factible que este hecho pueda
verse atenuado a medio plazo por la repoblacion de linfocitos T. Ademas, se ha
demostrado que el uso de timoglobulina favorece el transito hacia el ultimo
estado de diferenciacion de linfocitos T, lo cual acelera la inmunosenescencia de
estas células(96), perjudicando la respuesta inmune especifica frente a TTV lo
que podria justificar estas cargas elevadas. En segundo lugar, porque la dosis
de ATG asi como el resto de farmacos que componen el esquema de
inmunosupresion pueden ser diferentes entre ambas cohortes.

Documentamos un incremento rapido de la carga viral entre los dias +7 y +30
postrasplante seguido de una curva menos pronunciada. El pico maximo de
carga se alcanz6 para la mayoria de los pacientes el tercer mes postrasplante.
Estos hallazgos estan en concordancia como aquellos publicados previamente
por el grupo de Gorzer et al. (38), que evalud exhaustivamente la dinamica del
virus los primeros treinta dias tras el trasplante de pulmén y donde se observo
que el virus sufria un retraso de aproximadamente 15 dias antes de iniciar su
trayectoria ascendente. La linea de regresion que mejor ajustaba a la dinAmica
del virus era un curva sigmoidea o trifasica, con un incremento moderado que se
inicia como hemos comentado, aproximadamente en el dia 15. Posteriormente,
existe un segundo tramo practicamente rectilineo que se prolonga hasta
aproximadamente el dia 45. Este es el tramo mas pronunciado y corresponderia
a la fase exponencial de la curva sigmoidea. Por ultimo, una fase donde el
incremento desciende progresivamente hasta alcanzar el pico maximo. En
nuestra cohorte también encontramos que el tiempo de duplicacion en la primera
semana fue mayor que en las semanas posteriores hasta el dia +30 confirmando
este pequeiio retraso en el efecto de la inmunosupresion sobre la cinética del
virus.
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Estudios recientes han reportado una asociacidon entre cargas indetectables de
ADNemia de TTV y un incremento del riesgo de rechazo tras el trasplante de
rnon(39), pulmon(41) o higado(40). En consonancia con nuestros hallazgos, en
la cohorte Suiza de Simmonetta et al(40), se demostr6 que la incidencia
acumulada de rechazo durante el primer afio de seguimiento fue mayor entre los
pacientes con cargas indetectables de TTV, que en pacientes con titulos
detectables. Sin embargo, apenas disponemos de datos que permitan inferir el
valor predictivo positivo de una carga elevada de TTV sobre el riesgo de sufrir
infecciones postrasplante. Gozer et al., demostré que el valor de 9,3 logio
copias/ml era predictivo para el desarrollo de infecciones en el postrasplante de
pulmdn, aunque el tiempo de monitorizacion fue bastante amplio, entre 89 y 364
dias(37). Recientemente, sin embargo, Nordén et al., no pudo encontrar esta
asociacion entre la carga de TTV y el riesgo de infecciones tras el trasplante de
pulmén(42). No obstante, es importante destacar que los resultados evaluados
diferian entre ambos estudios.

Nosotros observamos que la magnitud de la carga de ADN de TTV medida como
AUC estuvo directamente relacionada con el riesgo subsecuente de infeccién e
IRAE e incluso identificamos dos valores umbrales el primer mes tras el
trasplante que permitian predecir el riesgo de sufrir estos eventos, fueron el valor
de 3,15 y 4,56 logio copias/ml respectivamente. Dado que el valor predictivo
positivo de un test es proporcional a la prevalencia del evento evaluado, las
estimaciones de este VPP se vieron limitadas por la baja incidencia acumulada
tanto de infeccion como de iRAE. Sin embargo, el valor predictivo negativo fue
sustancialmente mayor, de manera que los pacientes con ADNemias de TTV
inferiores al valor umbral presentaron un riesgo muy bajo de sufrir una infeccion
0 IRAE postrasplante.

Curiosamente el hecho de que el virus presentara una dinamica ascendente
entre los dias +7 y +30 actué como factor predictivo independiente de infeccion
postrasplante. Probablemente esto se deba a que esta dinamica selecciona un
subgrupo de pacientes incapaces de controlar la infeccion por TTV debido una
funcionalidad inmunolégica deficiente asociada al tratamiento inmunosupresor.

De hecho, el tiempo de duplicacién de TTV entre los dias +7 y +30 postrasplante
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fue menor entre los pacientes que posteriormente desarrollaron infecciones
postrasplante, aunque la diferencia no alcanzo significacion estadistica.
Mediante el uso diferenciado de la variable infeccion postrasplante e IRAE hemos
conseguido estudiar la dinamica de TTV desde dos perspectivas
complementarias. La primera variable evalla la susceptibilidad del individuo a la
infeccion, ya que abarca una miscelanea de factores, ademas de la terapia
inmunosupresora, que influyen en este evento, como los procedimientos
invasivos, las exposiciones ambientales, etc. Por otra parte, el concepto de iRAE
se concibié con el fin de captar de manera mas precisa las consecuencias del
estado de inmunosupresion tras el trasplante. El hecho de que las diferencias
entre las ADNemia de TTV fueran mas marcadas entre pacientes con sin esta
segunda variable que con la primera justifica esta diferenciacion.

Aunque no dispusimos de un grupo de control formal compuesto por sujetos no
inmunocomprometidos, contamos con un estudio previo de Kulifaj et al. que
incluyé 31 voluntarios sanos en los que se midieron las cargas de ADN en
plasma y que utilizd el mismo ensayo de PCR que hemos empleado en la
presente investigacion (97), lo que permite comparaciones validas. La carga
media de ADN de TTV en este grupo de pacientes no inmunocomprometidos fue
de 2.8 £ 1.1 logio copias / mL, valor practicamente idéntico a lo observado por
nosotros en la evaluacion previa al trasplante (linea de base) (2.9 + 1.6 logio
copias / mL). Los dos valores de corte seleccionados en el primer mes, (3,15 y
4,56 respectivamente) fueron notablemente mas altos que la carga de ADN
esperada para individuos sanos o pacientes con ESRD antes del trasplante. Esta
diferencia fue particularmente evidente (acercdndose a 2 logio) para el valor
umbral orientado a la prediccion de iRAE, lo cual concuerda con la mayor
capacidad de esta variable para valorar el estado neto de la inmunosupresion.
Las limitaciones de este ultimo trabajo, como en los casos anteriores, es que se
trata de un estudio monocéntrico, lo cual limita su validez externa. Otras
limitaciones son la baja incidencia de IRAE. El tiempo transcurrido entre
mediciones, lo que produce un menoscabo en la precision del tiempo de
duplicacién calculado. Por dltimo, la PCR empleada, que no permite diferenciar

entre genogrupos, de manera que podrian habernos pasado desapercibidas
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modificaciones en la proporcién de estos genogrupos durante el seguimiento de

los pacientes.
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Conclusiones
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En el alo-TPH la carga de TTV en plasma parece comportarse como un
marcador subrogado de reconstitucién inmunitaria tras en injerto durante
los primeros tres meses postrasplante.

En el alo-TPH, durante los primeros 3 meses, el area bajo la curva de a
carga de ADN de TTV permite predecir el desarrollo de ADNemia de CMV
tributaria de tratamiento antiviral anticipado.

Las cargas de ADN de TTV cuantificadas una vez alcanzado el estado de
equilibrio dinamico, aproximadamente 90 dias después de alo-TPH,
podrian reflejar el estado neto de inmunosupresién de los pacientes.

La monitorizacién secuencial de la carga de ADN de TTV en muestras de
saliva puede resultar de utilidad para inferir el grado de reconstitucion
inmune en receptores de alo-TPH.

La cinética de ADN de TTV puede ser un marcador util para predecir, no
solo el desarrollo de infecciones postrasplante sino también otros eventos
adversos atribuibles a la inmunosupresion en pacientes sometidos a

trasplante de riion.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Torque Teno virus (TTV) plasma DNA load directly correlate with the level of immunosuppresion in
different clinical settings. It is uncertain whether this may be the case in allogeneic hematopoietic stem cell
transplant recipients (allo-HSCT).

Objectives: We characterized the dynamics of TTV DNAemia in patients undergoing T-cell replete allo-SCT.
Study design: Retrospective single-center observational study including 72 allo-HSCT patients. Plasma TTV DNA
loads were quantified before initiating the conditioning regimen and at different time-points after transplant by
real-time PCR. White blood cells (WBC) and absolute lymphocyte counts (ALC) were measured by flow cyto-
metry.

Results: A dramatic drop in plasma TTV DNA load was observed shortly after conditioning. The TTV DNA load
increased steadily after engraftment reaching its peak at day + 90 after transplant. The increase in TTV DNA load
paralleled that of ALC, and was of greater magnitude in patients who developed severe (grades II-IV) acute graft
vs. host disease.

Conclusion: Repopulation of lymphocytes early after allo-HSCT correlates with an increase of plasma TTV DNA
load. Prospective studies are nevertheless needed to determine whether the kinetics of TTV DNAemia may allow
inference of the degree of overall immunocompetence in these patients.

Keywords:

Torque Teno virus (TTV)

TTV DNAemia

Allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (Allo-HSCT)
Immune reconstitution

to infer the degree of overall functional immune competence in allo-
HSCT recipients with suboptimal results [2]. In the last decade, the

1. Background

Immunodeficiency that follows allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (allo-HSCT) is driven by conditioning regimens and by
the allogeneic effect of the graft on host immune cells, these predis-
posing patients to develop severe viral infections, which continue to be
a major cause of morbidity and mortality in this clinical setting [1].
While NK-cell mediated immunity recovers within weeks after trans-
plantation, adaptive immunity reconstitutes at a much slower pace. B-
and T-cell counts normalize during the first months after transplanta-
tion, but T-cell immunity, in particular, may remain impaired for a
longer period of time [2]. Absolute white blood cell (WBC) or lym-
phocyte counts (ALC), and blood immunophenotyping have been used

assessment of CD4* T-lymphocyte reactivity by the ImmuKnow™ assay
has been shown to be a promising approach to predict the occurrence of
serious viral infections and graft versus host disease [3,4], although
these preliminary findings should be validated prospectively in larger
cohorts. Currently, only antigen-specific immunoassays provide reliable
information on the level of immune competence against a given pa-
thogen [1].

Torque Teno virus (TTV) is a prototypic Alphatorquetenovirus which
belongs to the Anelloviridae family [5,6]. At least 29 major species have
been described, each one consisting of numerous strains. The TTV
genome is a circular, negative sense, single-stranded DNA molecule of
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about 3.8 kb that include at least 4 open-reading frames. The un-
translated region (UTR) contains several highly conserved sequences,
showing over 90% identity among isolates. TTV causes a chronic-per-
sistent infection in humans (> 90% infected) with no apparent dele-
terious effect on health, and is kept in check by adaptive T-cell medi-
ated immune mechanisms [5,6]. T lymphocytes appear to be the major
site of TTV replication [7-11], although other cell types outside of the
hematopoietic compartment may also contribute to the TTV burden
[10,12].

An increasing body of experimental evidence suggests that the size
of TTV DNAemia may allow inference of the overall functional immune
competence in solid organ transplant (SOT) recipients, thus predicting
the risk of opportunistic infections and allograft rejection events
[13-18]. There is limited information on whether this might be the case
in allo-HSCT recipients [10,19,20]. Characterization of the dynamics of
TTV DNAemia in allo-HSCT recipients is hence the first step to design
appropriate studies to elucidate this issue.

2. Objectives

To analyze the kinetics of plasma TTV DNA load in Allo-HSCT re-
cipients.

3. Study design
3.1. Patients

This retrospective study included 72 non-consecutive patients with
different underlying hematological cancers who underwent T-cell re-
plete allo-HSCT at the Hematology Service of the Hospital Clinico
Universitario of Valencia between May 2013 and November 2015. The
only criterium for patient‘s exclusion was the lack of available cryo-
preserved specimens for serial TTV DNA load testing. The median age of
patients was 54 years (range, 18-69 years). Demographic, baseline and
post-transplant clinical data of the patients are summarized in Table 1.
Of interest, 90% of patients were on partial or complete remission of
their hematological disease at allo-HSCT. The study period comprised
the first 120 days after transplantation. The study was approved by the
local Review Board and Ethics Committee. All patients gave written
informed consent prior to participate in the study.

3.2. Plasma specimens

Plasma specimens that had been cryopreserved at —80 °C (and
never thawed before) were retrieved for the analyses described herein.
Plasma specimens collected at different time-points prior to and after
Allo-HSCT were analyzed. Specifically, we quantified TTV DNA load in
samples obtained before the initiation of conditioning (n = 55,
(median, day —7; range, day —30 to day —6), around the time of
transplantation (n = 30 (median, day +1; range, day O-day +7), and
at different time points afterwards: around day +20 (n = 46, median,
day +21; range, day +12-day +27), day +30 (n = 62, median, day
+34; range, day +25 to day +43), day +60 (n = 58, median, day
+60; range, day +49-day +74), and day +90 (n = 46, median, day
+90; range, day +72-day +111).

3.3. White blood cell and lymphocyte counts

Enumeration of absolute WBC and ALC was performed by flow cy-
tometry using the BD FACSCanto II Flow Cytometer (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA). Pre-conditioning and post-allo-HSCT (within days
+20 to +30, day +60, and day +90) cell counts were available for
analyses.

23

Journal of Clinical Virology 94 (2017) 22-28

Table 1
Demographic and clinical characteristics of the patients.

Parameter n (%)
Sex

Male 38 (52.8)
Female 34 (47.2)
Underlying hematological disease

Hodgkiris lymphoma 5(6.9)
Non Hodgkifis lymphoma 15 (20.8)
Acute lymphoblastic leukemia 7 (9.7)
Chronic lymphoblastic leukemia 6 (8.3)
Acute myeloblastic leukemia 19 (26.4)
Chronic myeloblastic leukemia 1(01.49)
Multiple Myeloma 5 (6.9)
Myelodisplastyc syndrome 10 (13.9)
Other 4 (5.6)
Allograft type

Related 37 (51.4)
Unrelated 35 (48.6)
Matched 49 (68.1)
Mismatched 23 (39.1)
Conditioning regimen

Myeloablative 13 (18.1)
Non-myeloablative 59 (81.9)
Stem Cell Source

Peripheral blood 68 (94.4)
Bone marrow 3(4.2)
Umbilical cord blood 1(1.4)
Graft vs. host disease prophylaxis regimen

Cyclosporine A + Methotrexate 26 (36.1)
Cyclosporine A + Methotrexate + Thymoglobulin 2(2,8)
Cyclosporine A + Mycophenolate mofetil 7 (9,7)
Cyclosporine A + Mycophenolate mofetil + Cyclophosphamide 5(6,9)
Tacrolimus + Sirolimus 27 (37.5)
Tacrolimus + Cyclophosphamide 2(2,8)
Tacrolimus + Sirolimus + Thymoglobulin 3(4,2)

3.4. Quantitation of plasma TTV DNA load

TTV DNA load quantification was carried out with a TagMan real-
time PCR targeting a highly-conserved segment of the untranslated
region (UTR) of the viral genome, as previously detaile [8]. The assay is
able to quantitate all known genetic variants of TTV. DNA was ex-
tracted from 200 pl of plasma with the QIAamp DNA blood Mini QIA-
cube Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) using the QIAcube extraction
platform (Qiagen, Valencia, CA, USA), following the instructions of the
manufacturer. PCR amplification and amplicon detection was done on
the ABI Prism 7500 system (PE Biosystems, Foster City, CA, USA). The
following primers and probe were used for PCR amplification: forward
primer 5’-GTGCCGIAGGTGAGTTTA-3’, position 177-194; reverse
primer 5-AGCCCGGCCAGTCC-3’, position 226-239; probe 5-TCAAG-
GGGCAATTCGGGCT-3’, position 205-223. In our experience, the limit
of quantification of the assay was approximately 25 copies/ml and the
limit of detection, approximately 10 copies/ml (75% repeatability). All
samples from each patient were assayed simultaneously in singlets.

3.5. Definitions

Acute graft versus host disease (aGvHD) was diagnosed and graded
as previously reported [21]. Engraftment was defined as an absolute
neutrophil count (ANC) of 0.5 x 10°%/L, and a platelet count of
20 x 10°/L [22].

3.6. Statistical analysis
Differences between medians were compared using the Mann-

Whitney U test (two independent variables), the Kruskal Wallis test
(more than two independent variables) or the Wilcoxon sum rank test
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Fig. 1. Pre-conditioning plasma TTV DNA loads according to the underlying hematolo-
gical disease. ALL, acute lymphoid leukemia; AML, acute myeloid leukemia; HL, Hodgkin
lymphoma; NHL, non-Hodgkin lymphoma.

(for dependent variables). Correlations between variables were assessed
by the Spearman Rank test. Two-sided exact P values are reported. A P
value <0.05 was considered statistically significant.

4. Results
4.1. Effect of the conditioning regimen on plasma TTV DNA load

We first measured TTV DNA levels in plasma specimens obtained
prior to conditioning. Plasma specimens were available from 55 pa-
tients. Forty-four out of the 55 patients (80.0%) had detectable TTV
DNAemia, of whom 32 displayed TTV DNA loads above the LOQ within
a range of 1.40-7.97 logio copies/ml. As shown in Fig. 1, plasma TTV
DNA load levels were comparable (P = 0.554) irrespective of the un-
derlying hematological disease.

The potential effect of the conditioning regimen on the kinetics of
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TTV DNAemia was next assessed. For this analysis, only patients ex-
hibiting plasma TTV DNA loads above the LOQ of the assay prior to
conditioning were taken into account.

Plasma specimens obtained prior to conditioning and at the time of
allo-HSCT were available from 12 patients. TTV DNA load was com-
parable at both time-points (P = 0.814). Paired specimens drawn prior
to conditioning and at day + 20 after transplant were available from 19
patients. Kinetics of TTV plasma DNA load in each patient are shown in
Fig. 2A. A decrease in TTV DNA load was observed in 15 out of the 19
patients (median decrease of 3.11 log;o copies/ml; range, 0.49-7.97
log1o copies/ml). TTV DNA load increased in the remaining 4 patients.
In these latter patients, engraftment had occurred prior to day + 20 (not
shown). Overall (Fig. 2B), TTV DNA loads at day + 20 were lower than
those measured prior to conditioning, although the difference did not
reach statistical significance (P = 0.077). The above-referred effect was
seen irrespective of the type of conditioning (Fig. 2C and D). Never-
theless, the scarce number of patients undergoing myeloablative con-
ditioning in this subgroup analysis (n = 4) precluded drawing firm
conclusions on this issue. The data thus indicated that overall con-
ditioning resulted in a drop in TTV plasma DNA load, which was no-
ticeable at day + 20 after transplant.

The decrease in plasma TTV DNA load paralleled that of ALC but not
that of WBC. In fact, a significant correlation was found between ALC
(but not WBC) and TTV DNA loads at these two time-points (Fig. 3A and
B, respectively).

4.2. Dynamics of plasma TTV DNAemia after engraftment

To investigate the kinetics of plasma TTV DNAemia after engraft-
ment (median day of engraftment in our cohort: day + 18) we measured
the TTV DNA load at around days + 30, +60 and + 90 after transplant.
Patients undergoing severe aGvHD (grades II-IV) (n = 18) were in-
itially excluded from these analyses in order to circumvent the potential
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Fig. 2. Effect of the conditioning regimen on plasma TTV DNA load in allo-HSCT recipients. (A) Kinetics of plasma TTV DNA load of each patient with paired specimens obtained prior to
conditioning and at day + 20 after transplant (n = 19). (B) Overall TTV DNA loads at both time-points. (C) Kinetics of plasma TTV DNA load of each patient (n = 19) according to the
type of conditioning (myeloablative vs. non-myeloablative). (D) Overall TTV DNA loads at both time-points according to the type of conditioning. Bars indicate median values. P values

for comparisons between groups are shown.
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Fig. 3. Correlation between plasma TTV DNA loads and absolute lymphocyte counts
(ALC) (A) and white blood cell counts (WBC) (B) measured prior to conditioning and at
day +20 (between days +20 and + 30 for ALCs and WBCc) after Allo-HSCT. Correlation
between these variables was analyzed by the Spearman Rank test. Rho and P values are
shown.

effect of the use of high doses of corticosteroids on the dynamics of TTV
DNAemia. A total of 31 patients had paired specimens obtained at days
+20 and + 30 after transplant. Ten patients had undetectable TTV DNA
load at both time-points. Out of the remaining 21 patients, 16 exhibited
and increase in TTV DNA load (median increase of 3.34 log;o copies/
ml; range, 2.29-6.03 log;o copies/ml) (Fig. 4A), whereas 5 had de-
creasing TTV DNA levels. These latter 5 patients had TTV DNA loads at
day + 20 that ranged from 2.09 to 6.76 log;o copies/ml and displayed
no particular clinical profile. As shown in Fig. 4B, overall, TTV DNA
load levels at day + 30 were significantly higher than those at day +20
(P = 0.048).

Twenty-seven patients had paired specimens drawn at days +20
and + 60 after transplant. One patient had undetectable TTV DNA loads
at both time-points. An increase in TTV DNA load was observed in 22
patients (median increase of 4.43 log;o copies/ml; range, 1.69-7.90
log;o copies/ml) (Fig. 4C). Decreasing TTV DNA loads were seen in the
remaining 4 patients. All these latter patients received an HLA-identical
allograft. TTV DNA load remained constant in one patient. Overall, TTV
DNA load increased significantly between these two time-points
(Fig. 4D).

Finally, 23 patients had paired specimens obtained at days +20 and
+90 after transplant. An increase in TTV DNA load was observed in 19
patients (median increase of 5.02 log;o copies/ml; range, 2.55-7.12
logio copies/ml) (Fig. 4E). Decreasing TTV DNA loads were seen in 4
patients. Again, these latter patients received an HLA-identical allo-
graft. Overall, TTV DNA loads quantified at day +90 were significantly
higher than those measured at day +20 (Fig. 4F).

Twenty-two patients had TTV DNA loads and ALC and WBC counts
measured at days +20 to +30, +60, +90. The increase in TTV DNA
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load over time seemed to parallel that of ALCs, but not that of WBCs. In
fact TTV DNA loads measured at these time-points tended to correlate
positively with ALCs (Fig. 5A), although the correlation did not reach
statistical significance (P = 0.094). No trend towards a correlation
between TTV DNA loads and WBCs was observed (Fig. 5B).

Paired specimens obtained prior to conditioning and at the day +90
were available from 21 patients. TTV DNA loads measured at day +90
were significantly higher than those quantified prior to conditioning
(P = 0.046).

Overall, the magnitude of the increase of TTV DNA load over time
was comparable irrespective of the type of allograft (related vs. un-
related), HLA-matching, and the aGvHD prophylaxis regimen used
(data not shown).

4.3. Effect of severe aGvHD on the dynamics of plasma TTV DNAemia

Severe (grades II-IV) aGvHD requiring the administration of high
dose corticosteroids occurred in 18 patients at a median of 43.5 days
after allo-HSCT (range, day +20-day +99). To assess the potential
effect of severe aGvHD and/or its treatment on the dynamics of plasma
TTV DNAemia we compared the magnitude of the increase in TTV DNA
load between days +20 and + 60 in patients who either did or did not
(grades 0-I) develop this clinical event within this time frame. A total of
33 patients (grades 0-I, n = 27, and grades II-IV, n = 6) had paired
specimens obtained at these time-points. As shown in Fig. 6A, all but
one patient with severe aGvHD experienced an increase in TTV DNA
load (median increase of 5.93 log;o copies/ml; range, 3.10 log;¢-6.19
logio copies/ml). A drop in TTV DNA load was observed in the re-
maining patient. In turn, out of the 27 patients with grades 0-I aGvHD,
22 had an increase of TTV DNA load (median, 4.43 log10 copies/ml;
range 1.69-7.9 log;, copies/ml), 5 showed decreasing levels, and one
patient had undetectable TTV DNA loads at both time-points. Overall,
TTV DNA loads at day + 60 were higher in patients with severe aGvHD
(Fig. 6C) than in patients with grades 0-I GvHD. The difference,
nevertheless did not reach statitstical significance (P = 0.090). In
contrast, WBC and ALC counts did not differ significantly between the
time-points compared (not shown).

Only 3 patients with severe acute GVHD had paired specimens ob-
tained at days + 20 and + 90. This precluded any meaningful statistical
analysis which was not attempted.

We next investigated whether TTV DNA loads quantified at days
+20 and +30 allowed the anticipation of the occurrence of severe
acute GvHD. TTV DNA loads quantififed either at day +20 or at day
+30 in patients with or without subsequent severe aGvHDs were not
significantly different (P = 0.865 and P = 0.452, respectively).

5. Discussion

TTV DNA load in blood has been shown to correlate inversely with
the degree of overall immune competence in SOT recipients, hence it
has been advocated as a useful parameter for guiding maintenance
immunosuppressive therapies in this clinical setting [13-18]. Whether
this might be the case for Allo-HSCT recipients has not been fully elu-
cidated yet [10,19,20]. Here we investigated the dynamics of plasma
TTV DNAemia early after Allo-HSCT (until day +120) in parallel to
that of WBC and ALC. The data presented herein allowed to draw
several conclusions. First, TTV DNA loads before conditioning and at
the time of transplantation were comparable irrespective of the type of
underlying hematological disease. This is somehow in contrast to pre-
viously published data [20], suggesting that acute lymphocytic leu-
kemia (ALL) and non-Hodgkin lymphoma (NHL) patients display sub-
stantially higher TTV DNA loads at the time of transplant than patients
with other hematological proliferative diseases. The scant number of
patients with ALL and NHL in both series, however, precludes drawing
firm conclusions on this issue, and thus further studies are warranted to
elucidate this apparent discrepancy.
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Second, we showed that plasma TTV DNA load decreases dramati-
cally after conditioning, in parallel to ALC. Previous studies detailing
lymphocyte subsets in a few patients (9 in total) reported a similar
phenomenon [10,19]. Our data, thus, reinforce the idea that lympho-
cytes are the major site of TTV replication. In our cohort the drop in
TTV DNA load was comparable among patients undergoing either
myeloablative or non-myeloablative conditioning.

Third, plasma TTV DNA load increased steadily after engraftment,
in parallel to ALC counts, reaching peak levels at around day +90. In
fact, a trend towards a positive correlation was observed between ALCs
and TTV DNA loads after engraftment. These data supported previous
observations made both in the allogeneic [10,20] and the autologous
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[23] HSCT settings, and collectively indicated that graft reconstitution
provided target competent cells for TTV replication, and suggested that
the increase of TTV DNA load in the systemic compartment in Allo-
HSCT recipients mirrors the repopulation of lymphocytes. Correlation
with an adequate reconstitution of overall immune competence, how-
ever, cannot be directly inferred from the data.

Despite the above findings, several lines of experimental evidence
also suggested, although did not prove, that the degree of im-
munosuppression after transplant may modulate the level of TTV re-
plication and hence the magnitude of TTV DNAemia. First, TTV DNA
loads at day +90 after transplant were markedly higher than those
quantified prior to conditioning. Second, patients with severe aGvHD
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Fig. 5. Correlation between plasma TTV DNA loads and absolute lymphocyte counts
(ALC) (A) and white blood cell counts (WBC) (B) measured at days + 20, +30, +60 and
+90 after transplant. Twenty-two patients had TTV DNA loads and ALC and WBC counts
measured at these time points. Correlation between these variables was analyzed by the
Spearman Rank test. Rho and P values are shown.

receiving corticosteroids at high doses experienced increases in TTV
DNA load between days +20 and + 60 of greater magnitude than pa-
tients with grades 0-1 aGvHD, irrespective of the ALC counts. This dif-
ference, however, did not reach statistical significance. This phenom-
enom was previously observed by Masouridi-Levrat et al. [20].

Interestingly, neither plasma TTV DNA loads measured at day + 20
nor at day + 30 after allo-HSCT allowed prediction of the subsequent
development of severe aGvHD.

In addition, our data failed to show major divergences in the ki-
netics pattern of TTV DNAemia after engraftment among patients un-
dergoing different type of transplants or receiving different prophylaxis
regimens for aGvHD.

In addition to its retrospective design, this study has several lim-
itations. First, in addition to the limited size of the cohort, all sequential
specimens planned to be analyzed were not available from a number of
patients. Second, lymphocyte immunophenotyping was not performed,
thus no inference of the potential functionality of the repopulated
lymphocyte subsets could be made. In this regard, TTV DNAemia in-
crease following autologous HSCT was shown to parallel most notably
that of circulating CD8 *CD57 " —expressing T lymphocytes [23]. In-
asmuch as expression of CD57* is a feature of terminally differentiated
T lymphocytes this finding was interpreted as suggesting that TTV DNA
load may behave as a surrogate marker of immunodeficiency. The fact
is however that the CD8* CD57* T-cell population is quite hetero-
geneous and includes various functionally antagonistic (functional cy-
totoxic and immunosuppressive) subsets [24]. In this sense, we pre-
viously reported that a significant expansion of this T-cell subset was
associated with recovery from CMV viremia and no progression to CMV
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Fig. 6. Effect of severe acute GVHD (grades II-IV) on plasma TTV DNA loads in allo-HSCT
recipients. (A) Kinetics of plasma TTV DNA load in patients with (n = 6) or without
(n = 27) severe acute GVHD between days +20 and +60 after transplant. (B) Overall
TTV DNA loads in patients in both groups at days +20 and +60 after transplant. Bars
indicate median values. P values for comparisons between groups are shown.

disease [25]. Furthermore, CD57 " is a marker of polyfunctionality in T
cells whose expansion is driven by CMV replication [26,27].

Third, the current study was solely designed to characterize the
kinetics of TTV DNAemia in allo-HSCT recipients. No attempt was made
to correlate the dynamics of TTV DNAemia with the occurrence of
clinical or virological events related to the degree of patient’s im-
munosuppression.

Thus, at this point we can only ascertain that TTV DNA load in
plasma after engraftment follows a kinetics that parallels that of ALCs,
but could not prove whether the overall increase in TTV DNAemia seen
over the study period truly reflects a gain or a loss in im-
munocompetence at early times after allo-HSCT. Despite the above
limitations, the data presented herein may be helpful for the design of
prospective studies investigating the potential use of plasma TTV
DNAemia as an ancillary tool to anticipate the development of clinical
events such as severe viral infections and aGvHD.
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The kinetics of torque teno virus plasma DNA load shortly
after engraftment predicts the risk of high-level CMV
DNAemia in allogeneic hematopoietic stem cell transplant

recipients

E Albert', C Solano®3, E Giménez', D Focosi*, A Pérez? L Macera®, JL Pifana®, JCH Boluda®, F Maggi* and D Navarro'®

Monitoring Torque teno virus (TTV) DNA load helps to estimate the risk of opportunistic infections in solid organ transplant
recipients. We investigated whether the early kinetic pattern of plasma TTV DNA load after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (allo-HSCT) associates with subsequent CMV and EBV DNAemia. This study included 71 allo-HSCT patients. We
found that the area under the curve (AUC) for log;o TTV DNA loads quantified by days 20 and 30 after transplantation (TTV DNA
load AUC;q.30), Was significantly lower (P=0.036) in patients who subsequently developed CMV DNAemia requiring preemptive
antiviral therapy (n=17) than in those who did not (n=8) or had no CMV DNAemia (n=19). Patients displaying TTV DNA load
AUC,0.30 < 2.8 copies x daysxmL™" were more likely to have high-level CMV DNAemia. A trend towards a direct correlation
between TTV DNA AUC,q 30, and CMV-specific interferon-y CD8+ T-cell counts by day +30 was noted (P=0.095). However, this
dynamic parameter was not useful for anticipating the occurrence of either CMV recurrences (n=12) or EBV DNAemia (n=34). In
summary, it may be possible to identify a subset of allo-HSCT patients at a high risk of developing high-level CMV DNAemia by
analyzing the kinetics of plasma TTV DNA load early after engraftment.
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INTRODUCTION

Torque teno virus (TTV), a prototypic member of the Anelloviridae
family, is a circular, negative sense, single-stranded DNA virus that
infects the majority of humans worldwide and is refractory to
available antiviral agents.'? Monitoring TTV DNA load in blood
may allow physicians to infer the risk of opportunistic infections
and allograft rejection events in the solid organ transplant (SOT)
setting.>™® In fact, SOT recipients on maintenance immunosup-
pression with high plasma TTV DNA loads are at increased risk of
virus infections, but have a decreased risk of T or B cell-mediated
allograft rejection.®® However, the clinical value of TTV DNA load
monitoring in allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(allo-HSCT) recipients, if any, remains to be established. A handful
of studies has investigated the kinetics of plasma TTV DNAemia
after Allo-HSCT.'®'® Collectively, these studies clearly demon-
strate that TTV DNA load decreases dramatically after conditioning
and that, following engraftment, it increases in parallel to absolute
lymphocyte (ALC) counts. This supports the assumption that this
cell subset is the major site of TTV replication'*'® and suggests
that TTV DNA load may behave as an immune system reconstitu-
tion marker. We hypothesized that the overall size of plasma TTV
DNA load measured shortly after engraftment may inversely
associate with the risk of viral infections such as those caused by
CMV and EBV, whose control is critically dependent upon the
acquisition of T-cell immunocompetence.'”'®

PATIENTS AND METHODS

Patients

This retrospective single-center study included 71 non-consecutive
patients who underwent T-cell replete allo-HSCT at the Hematology
Service at the Hospital Clinico Universitario in Valencia between April 2013
and March 2016, as a curative therapy for different hematological cancers.
Only adult patients (>18 years old) with plasma samples drawn at
predetermined time points (see below for more details) available for TTV
DNA testing were included. Of the 71 patients in this cohort, 54 had
already been included in a previous study.'® The median patient age was
55 years (range 18-70 years); demographic, baseline, and post-transplant
clinical data for these patients are summarized in Table 1. The study period
comprised the first 120 days after transplantation. For some analyses
involving EBV (incidence of recurrent EBV DNAemia), the observation
period was extended up to 6 months after allo-HSCT. The study was
approved by the Hospital Clinico Universitario (INCLIVA Foundation) review
board and ethics committee. All the patients gave their written informed
consent prior to participating in the study.

Plasma specimens

Cryopreserved (—80 °C) plasma specimens were retrieved (thawed for the
first time) for the analyses described herein. The TTV DNA load was
quantified in samples obtained at a median of 20 days (range 14-27 days),
31 days (range 25-35 days), 41 days (range 35-47 days) and 51 days (range
45-64 days) after allo-HSCT.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the patients
Parameter n (%)
Sex

Male 42 (59.2)
Female 29 (40.8)
Underlying hematological disease
Hodgkin's lymphoma 3 (4.2)
Non-Hodgkin's lymphoma 21 (29.2)
ALL 6 (8.3)
CLL 6 (8.3)
AML 15 (21.1)
Multiple myeloma 5 (7.0)
Myelodisplastyc syndrome 7 (9.9)
Other 8 (11.3)
Allograft type
Related 39 (54.9)
Unrelated 32 (45.1)
Matched 50 (70.4)
Mismatched 21 (29.6)
Haploidentical 12 (16.9)
Unrelated 9(12.7)
Conditioning regimen
Myeloablative 13 (18.3)
Non-myeloablative 58 (81.7)
Stem cell source
Peripheral blood 69 (97.2)
Bone marrow 1(1.4)
Umbilical cord blood 1(1.4)
GVHD prophylaxis regimen
Cyclosporine A or tacrolimus + methotrexate 24 (33.8)
Cyclosporine A or tacrolimus + mycophenolate 29 (40.8)
mofetil or tacrolimus+sirolimus
Regimens including thymoglobulin 4 (5.6)
Regimens including cyclophosphamide 14 (19.7)
CMV serostatus
D+/R+ 41 (57.7)
D+/R- 8 (11.3)
D-/R+ 16 (22.5)
D-/R- 6 (8.5)
EBV serostatus
D+/R+ 41 (57.7)
D+/R—- 5(7.0)
D-/R+ 3(4.2)
D/R+? 18 (25.4)
D/R-2 4 (5.6)

Abbreviations: D=Donor; R=Recipient. °Donor EBV serostatus was not

available.

Plasma TTV DNA load quantitation

We quantified the TTV DNA load with a TagMan real-time PCR kit which
amplifies a highly conserved segment of the untranslated region of the
viral genome, as previously described.’®'* DNA was extracted from
200 pl of plasma with the QIAamp DNA blood Mini QlAcube kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) using the QIlAcube extraction platform (Qiagen)
following the manufacturer’'s instructions. PCR amplification and
amplicon detection was carried out on an ABI Prism 7500 system (PE
Biosystems, Foster City, CA, USA). In our experience, the limit of
quantification of the assay is approximately 25 copies/mL, and the limit
of detection, nearly 10 copies/mL (75% repeatability/probability). Speci-
mens with undetectable TTV DNA loads were assigned a value of 0 for
analysis purposes. All samples from each patient were assayed
simultaneously in singlets.
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Management of CMV and EBV infection
CMV DNA load monitoring in plasma was performed at least once a week
using a RealTime CMV PCR kit (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA),
as previously described.’®'® The limits of detection and quantification of
this assay are ~20 copies/mL (95% of probability).'® Preemptive antiviral
therapy, either with valganciclovir (most patients) or foscarnet, was
initiated upon detection of >1000 copies/mL (1500 IlU/mL) or when the
CMV DNA doubling time (dt) was<2.0 days, whichever came first, as
previously reported.”®~>

EBV DNAemia was monitored once a week using the artus EBV PCR kit
(distributed by Abbott Molecular Inc.). According to the manufacturer, the
assay limit of detection is 108 copies/mL (40 IlU/mL) and its quantitative
range is up to 8.3 log;o IU/mL.?* Nevertheless, lower EBV DNA loads can be
measured with this assay (75% of probability), and we considered these to
be true values. Pre-emptive therapy with rituximab was initiated upon
documentation of two consecutive plasma EBV DNA loads exceeding 1, 00
copies/mL. In some instances the decision to administer rituximab therapy
was justified not only on the above criterion, but also at the attending
physician’s discretion based on clinical grounds, i.e. co-presentation of
acute GvHD (aGvHD).

CMV-specific T-cell immunity

CMV-specific interferon-y-producing CD8" T cells in whole blood were
enumerated by flow cytometry to detect intracellular cytokine staining
(BD Fastimmune, Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA),
as previously detailed?** Two sets of overlapping 15-mer peptides
encompassing the entire sequence of the CMV pp65 and IE-1 proteins
were simultaneously used for intracellular cytokine staining stimulation.

Definitions

CMV and EBV DNAemia were defined by the detection of CMV or EBV DNA
(at any level) in one or more plasma specimens. High-level CMV DNAemia
was arbitrarily defined as > 1000 copies/mL (prompting the initiation of
preemptive antiviral therapy at our center). The overall duration of a given
episode of viral DNAemia was the time between the day of first detection
of viral DNA in plasma and that of the first negative (undetectable) PCR
result; aGvHD was diagnosed and graded as previously reported.?®
Engraftment was defined as an absolute neutrophil count of 0.5 x 10%/L,
and a platelet count of 20x 10%/L?” HLA mismatch was defined as the
presence of at least one disparity in the 10 HLA sites at the A, B, C or DRB1
locus, as determined by high-resolution genotyping, both in siblings or
unrelated donors.”®

Statistical analysis

The cumulative incidence of CMV and EBV DNAemia was calculated using
the cumulative incidence method (marginal probability) with the statistical
software R (http://www.r-project.org/). Death and relapse of the underlying
disease were considered as competitive events. The TTV DNA load area
under the curve (AUC) was calculated with the STATGRAPHIC Centurion
XVII statistics package (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA).
Differences between the means and medians were compared using the
Student t-test or the Mann—-Whitney U-test, respectively. Correlations
between variables were assessed using the Pearson’s correlation test or
the Spearman’s rank test, depending upon the distribution of the dataset
(parametric or non-parametric, respectively). Univariate and multivariate
logistic regressions were used to identify risk factors for certain clinical
events. Two-sided exact P-values are reported; a P-value<0.05 was
considered to be statistically significant.

RESULTS

A total of 71 patients with 4 plasma specimens collected at around
days 20, 30, 40 and 50 after allo-HSCT were included in this study.
The study period was defined as the first to fourth months after
transplantation because most episodes of CMV and EBV DNAemia
occur within this time window,'”'® and so, following local
guidelines, frequent (once a week) and systematic CMV and EBV
DNA load monitoring is routinely performed during this time
period.

CMV DNAemia developed in 52 patients at a median of
24.5 days after transplantation range —7 to 103 days), with a

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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cumulative incidence of 73.3% (95% confidence interval
66.0-79.3%) within the first 120 days after allo-HSCT. Twenty-
seven of these patients (51.9%) developed high-level DNAemia
and were treated preemptively with antivirals. All episodes of CMV
DNAemia eventually cleared, either with or without antiviral
treatment. Twelve patients (23%) had a recurrent (second) episode
of CMV DNAemia at a median of 73 days after transplant (range
32-117 days); no patient developed CMV end-organ disease.
EBV DNAemia was detected in 34 of the 71 patients, at a
median of 79 days after transplant (range 0-175 days); its
cumulative incidence was 49.1 (95% confidence interval 36.4—
60.7%). Five out of these 34 patients were treated with rituximab
(three patients had two consecutive EBV DNA load measurements
> 1000 copies/mL and the remaining two patients had grade Il
aGvHD and were treated at first detection of >1000 EBV DNA
copies/mL); all episodes eventually cleared within the observation
period. Eleven patients (32.4%) had recurrent episodes (second
episode) of EBV DNAemia within the first 6 months after
transplantation (median time, 135 days; range day 100-160). No
patient developed post-transplant lymphoproliferative disorders.

Kinetics of plasma TTV DNA load, and incidence and features of
CMV and EBV DNAemia episodes

Pre-transplant specimens were available from 45 out of the 71
patients, of which 39 had a quantifiable TTV DNA load. Overall, the
mean TTV DNA load in these specimens was 2.33 log;, copies/mL
(range 0-7.97 logq, copies/mL). Eventually, all patients had at least
one specimen that tested positive for TTV DNA by real-time PCR.
Most specimens testing positive had TTV DNA loads above the
limit of quantitation of the assay. Samples testing ‘undetectable’
(< 10 copies/mL) were assigned a TTV DNA load value of 0. There
was a correlation between pre-transplant TTV DNA loads and
those measured by day 20 (P=0.614; P=0.001) and 30 (P=0.354;
P=0.017) after transplantation.

We hypothesized that the magnitude of the AUC for logqo TTV
DNA loads, quantified between days 20 and 30 (TTV DNA load
AUCy030) after transplantation (median time to engraftment,
16 days) inversely associated with the risk of subsequent CMV or
EBV DNAemia occurrence. It is of interest that the TTV DNA load
AUC,0.30 Was comparable, irrespective of the type of transplant
and conditioning, HLA-matching, D/R CMV serostatus and the use
of cyclophosphamide (post transplant) or anti-thymocyte globulin
in the conditioning regimen (Supplementary Table 1). The small
number of allografts other than peripheral blood (n = 2) precluded
any meaningful analysis on the impact of the stem cell source on
TTV DNA load AUC20_30.

We observed that the mean TTV DNA load AUCs,q 39 was lower
in patients with subsequent CMV DNAemia (3.3 copies
x daysx mL™'; range 0-7.62) than in patients without it (4.4
copies x day x mL™"; range 0-8.43), although the difference did
not reach statistical significance (Figure 1a). Nevertheless, the
mean TTV DNA load AUC,q 30 Was significantly lower (Figure 1b) in
patients with subsequent high-level CMV DNAemia who were
eventually treated preemptively with antivirals (n=17) (2.7
copies x days x mL™'; range 0-7.62) than in those who were not
treated (n=8) or had no documented CMV DNAemia (n=19) (4.4
copies x daysxmL™"; range 0-8.43). For the above analyses, 27
patients with CMV DNAemia occurring before day 30 were
excluded.

As can be observed in Figure 1a, seven patients in the treatment
group had TTV DNA load AUC,¢ 305 =0. Five out of these patients
had quantifiable TTV DNA loads by day 40 and the remaining 2 by
had it day 60 after transplant. The ALC increase between days 20
and 30 was lower in these patients than that in patients with TTV
DNA load AUCyg.30s >0 (not shown). None of these patients had
been treated with anti-thymocyte globulin and were clinically
heterogeneous (Supplementary Table 2).

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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Figure 1. AUC for log,o TTV DNA loads quantified between days 20
and 30 after transplant (TTV DNA load AUC,q 30) in patients with or
without CMV DNAemia developing after day 30 post transplant (a)
and in patients with or without CMV DNAemia episodes after day 30
post-transplant requiring preemptive antiviral therapy, as decided
according to local guidelines (b). Bars indicating the mean values
and the standard deviations as well as P-values for comparisons
between groups (Student'’s t-tests) are shown.

The TTV DNA load AUC, 30 Was not significantly correlated with
the duration of CMV DNAemia episodes (median, 51 days; range
18-153) and the peak CMV DNA level within episodes (median,
3.43 logqo/mL; range 1.72-6.43), although an inverse trend was
noted (Figures 2a and b, respectively).

Of note, the incidence of grades II-IV aGvHD, known to increase
TTV DNA load levels,''® before day 30 post-allo-HSCT and
throughout the study, was comparable in patients with or without
CMV DNAemia, whether or not they required preemptive antiviral
therapy (P=0.363 and P=0.714, respectively).

A ROC curve was built to define the TTV DNA load AUC,.30 that
would best discriminate between patients with or without
subsequent high-level CMV DNAemia (Supplementary Figure 1).
This value was found to be 2.8 copies x daysx mL™". As can be
inferred from Figure 1b, 11 patients had values < 2.8, of whom 7
developed high-level CMV DNAemia (predictive value for this
event, 64%); conversely, 23 out of 33 patients with TTV DNA load
AUC,p30 >2.8 did not develop high-level CMV DNAemia
(predictive value for protection, 70%). This threshold value was
entered into univariate models and found to be significantly
associated with an increased risk of high-level CMV DNAemia,
along with the receipt of an allograft from a CMV-seronegative
donor (for CMV-seropositive recipients). Both factors, nevertheless,
lost significance in multivariate analyses (Table 2).

In contrast to the TTV DNA load AUC ,¢ 30, the ALC log,, count
AUC,030 was not associated with the occurrence of high-level
CMV DNAemia (P=0.156), although lower values were observed in
these patients (mean, 3.4 cells x daysx pL™" in patients with high-
level DNAemia vs 4.43 cells xdays xuL™" in patients without it;
P=0.156).

Bone Marrow Transplantation (2017), 1-8
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Figure 2. Correlation between the AUC for log;o TTV DNA loads
quantified between days 20 and 30 after transplant (TTV DNA load
AUC,0.30) and the duration of CMV DNAemia (a) and the plasma
peak CMV DNA load (b) during initial (first) episodes. Correlation
between these variables was analyzed using the Pearson’s test.
R and P-values are shown.

Likewise, neither pre-transplant TTV DNA load nor those
quantified by day 20 and by day 30 after allo-HSCT in patients
with subsequent high-level CMV DNAemia did differ significantly
from that in patients without it, although higher levels were seen
in the latter group at days 20 and 30 after transplantation
(Table 3).

The incidence of recurrent episodes of CMV DNAemia (second
episode) was also not related to the TTV DNA load AUC,q 30,
(P=0.247; Supplementary Figure 2).

To investigate the relationship between the kinetics of TTV DNA
load and the risk of EBV DNAemia we considered the AUCs
between day 20 and day 50 after transplantation (TTV DNA
load,g.50), in addition to the TTV DNA load AUC,q.30. This is
because most EBV DNAemia episodes occurred after day 50; 8 and
4 patients were excluded from these analyses, because they
presented EBV DNAemia before days 50 and 30 post transplant,
respectively. The TTV DNA load AUCy03, was comparable in
patients with (3.93 copiesxdaysmL™'uL™"; range 0-7.62) or
without (4.47 copiesxdaysxmL™"; range 0-9.85) subsequent
EBV DNAemia (Figure 3a). Likewise, the TTV DNA load AUCs,q s
(Figure 3b) were not significantly different between groups (6.67
copies xdaysxmL™"; range 4.18-8.62 in patients with EBV
DNAemia and 7.10 copies x days x mL™"; range 0-9.90 in patients
without it). In addition, neither TTV DNA load AUC5.30 nor TTV
DNA load AUC,4.50 Were correlated with the risk of recurrent EBV
DNAemia within the first 6 months after transplantation
(P=>0.5). We found no association between either the TTV
DNA load AUC,p30 or AUCy0s50 and the occurrence of EBV
DNAemia episodes requiring rituximab treatment (P=0.52 and
P=0.98, respectively).

Kinetics of plasma TTV DNA load and early reconstitution

of CMV-specific T-cell immunity

We next investigated whether TTV DNA load AUC20-30 did
correlate with CMV-specific interferon-y CD8* T-cell counts
enumerated by day +30 after allo-HSCT. Data on CMV-specific

Table 2. Risk factors for CMV DNAemia requiring preemptive antiviral therapy
Variable Univariate Multivariate
OR (Cl 95%) P-value OR (Cl 95%) P-value
Plasma TTV DNA load AUC;4.30< 2.8 4.02 (0.96-16.91) 0.05 5.94 (0.91-38.97) 0.06
Allograft type
Mismatched vs matched 1.45 (0.51-4.13) 0.48 -
Related vs unrelated 0.73 (0.27-1.92) 0.52 -
Conditioning regimen (myeloablative vs non- 1.62 (0.48-5.50) 0.46 -
myeloablative)
Conditioning regimen (including ATG vs not including ATG) 1.79 (0.23-13.54) 0.57 -
aGvHD (grade II-IV vs 0-1) 2.18 (0.76-6.30) 0.14
Serostatus CMV vs D—/R—
D+/R+ 2.32 (0.24-21.93) 0.46 - -
D+/R- 1.66 (0.11-24.56) 0.71
D-/R+ 8.33 (0.77-89.47) 0.08
Serostatus CMV vs D+/R+
D-/R+ 3.59 (1.07-12.00) 0.04 5.94 (0.90-38.97) 0.06
D-/R- 0.43 (0.04-4.06) 0.46
D+/R- 0.71 (0.127-4.05) 0.70
aGvHD prophylaxis regimen Including CP vs no CP 2.00 (0.61-6.53) 0.25 - -
Abbreviations: aGvHD = acute GvHD; ATG = anti-thymocyte globulin; Cl=confidence interval; CP = cyclophosphamide; OR = odds ratio.

Bone Marrow Transplantation (2017), 1-8

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.




TTV DNA load and CMV DNAemia in allo-HSCT
E Albert et al

Table 3. Pre-transplant and post-transplant plasma TTV DNA loads and occurrence of CMV DNAemia in allo-HSCT recipients
TTV DNA load (log;ocopies/mL)
Pre-allo-HSCT Day 20 post-allo HSCT Day 30 post-allo HSCT
No.  Median (range) P-value No.  Median (range) P-value No.  Median (range) P-value
CMV DNAemia Yes 35 1.51 (0.00-7.97) 0.819 27 1.89 (0.00-9.00) 0.245 25 2.48 (0.00-5.67) 0.277
No 10 2.00 (0.00-6.09) 19 2.52 (0.00-6.91) 19 3.27 (0.00-7.76)
High-level CMV DNAemia  Yes 17 2.12 (0.00-7.97) 0.251 19 1.85 (0.00-9.00) 0.210 17 2.35 (0.00-5.67) 0.082
No 28 1.22 (0.00-7.97) 27 2.41 (0.00-6.91) 27 3.27 (0.00-7.76)
Abbreviations: allo-HSCT = allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; TTV =torque teno virus.
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&= support of this view, as shown in Supplementary Table 1, the TTV
0 DNA load AUC,.3¢ was comparable (P=0.195) in patients with
Yes No CMV DNAemia developing prior to day 30 after allo-HSCT
EBV DNAemia (mean, 4.5 copies x days x mL™'; range 0-9.8) and in patients with
i ) no CMV DNAemia within this period of time (mean 3.7
Figure 3. AUC for log;o TTV DNA loads quantified between days 20 copies x days x mL™") Moreover, no overall correlation was found

and 30 (TTV DNA load AUC,q 30) (@) and between days 20 and 50
(TTV DNA load AUC,p50) (b) in patients with or without EBV
DNAemia developing after days 30 and 50 post transplant,
respectively. Bars indicating the mean values and the s.d., as well
as P-values for comparisons between groups (Student’s t-tests)
are shown.

T-cell immunity were available for 21 patients who had not
previously presented CMV DNAemia. We noted a non-statistically
significant trend towards a direct correlation between TTV DNA
AUC,0.3¢ and peripheral counts of this T-cell subset (P=0.095;
Figure 4). Of interest, median CMV-specific interferon-y CD8" T-cell
counts were comparable in D-/R and D+/R+ pairs (P=0.470).

Interaction between CMV and TTV

To investigate whether the occurrence of CMV DNAemia had any
impact on the dynamics of plasma TTV DNA load we compared
the difference in TTV DNA loads between day 40 and day 20, and
between day 50 and day 20 after allo-HSCT in patients in whom
CMV DNAemia did (n=18 and n=21, respectively) or did not
develop (n=19) within these time windows. Patients who had

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.

between TTV DNA and CMV DNA loads over the study period,
regardless of whether all plasma specimens or only those yielding
quantifiable TTV DNA loads for both viruses were considered for
the analyses (Figures 5a and b, respectively).

DISCUSSION

This is the first study to suggest that the overall TTV DNA load
quantified early after engraftment, between days 20 and 30 after
allo-HSCT (TTV DNA load AUCyq 30), may be an ancillary parameter
to predict the occurrence of subsequent high-level plasma CMV
DNAemia. The information derived from this parameter could thus
complement that obtained by analyzing the CMV-specific func-
tional T-cell response or the kinetics of CMV DNA load in the blood
compartment to more precisely identify patients at risk of
developing high-level CMV replication episodes.'” In the setting
of preemptive antiviral therapy, early inception of treatment to
avoid exceedingly high CMV loads may improve patient’s
survival.?%°

Although the size of the TTV DNA load AUCyq3, was not
significantly  different between patients with or without
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Figure 5. Correlation between the TTV and CMV DNA loads in
plasma samples testing positive for both viruses by real-time PCR (a)
or in all specimens, including those testing negative for TTV, CMV or
both (b). Correlation between these variables was analyzed using
the Spearman’s rank test. p and P-values are shown.

subsequent CMV DNAemia, a trend towards an inverse relation-
ship between these two parameters was evident. Nevertheless,
patients who developed episodes of high-level DNAemia that
eventually required the inception of preemptive antiviral treat-
ment displayed a significantly lower mean TTV DNA AUCs;o 30
than those who were able to clear the infection without the need
for therapy or those with no documented CMV DNAemia. This was
the case irrespective of the criterion used to trigger the initiation
of therapy: either a CMV DNA doubling time <2 days (n=2) or a
CMV DNA load > 1000 copies/mL (n=15). It should be underlined
here that the above plasma CMV DNA threshold is commonly
applied for triggering the administration of preemptive therapy in
this setting."”

Moreover, we identified a TTV DNA load AUC,q.3, threshold
(2.8 copies x days x mL™") that was associated with an increased
risk of high-level CMV DNAemia episodes requiring preemptive
antiviral treatment in univariate models, even though it displayed
a rather modest predictive value for this event. Likewise, D —/R+
CMV patients were at higher risk of developing such type of
episodes when compared to their D+/R+ counterparts, as
previously reported.'” No other factor such as the type of allograft,
the conditioning regimen, the use of anti-thymocyte globulin,
post-transplant cyclophosphamide, or the occurrence of severe
aGvHD was associated with high-level CMV DNAemia in this
cohort.

It is worth noting that the inclusion of seven patients displaying
TTV DNA load AUCy0305=0 within the group of patients who
developed high-level CMV DNAemia had a critical impact on the
results. These patients showed a modest or no increase in ALCs
between days 20 and 30 after transplantation (not shown), were
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clinically heterogeneous and had not been treated with anti-
thymocyte globulin, a well known T-cell depleting agent that has a
major impact on TTV DNA load kinetics in SOT.® Nevertheless, four
of these patients received a bone marrow, cord blood or an HLA-
mismatched allograft; all these conditions are known to be
associated with a delayed reconstitution of virus-specific T-cell
immunity."”

Although the data reported herein show promise, they should
be interpreted with caution, provided that only a relatively scarce
number of high-level CMV DNAemia episodes (n=17) were
included in the analyses. In this context, we chose not to take
into consideration episodes of CMV DNAemia developing prior to
day 30 after transplantation (nearly 50%), irrespective of whether
or not they ultimately required the inception of antiviral
treatment, because the possibility that CMV replication modulates
plasma TTV DNA load kinetics could not absolutely be ruled out
here, even though our data seemed to indicate that this was not
the case, as discussed below.

Interestingly, despite plasma TTV DNA loads correlating with
ALC following engraftment,'® we found that the magnitude of ALC
AUC 5930 Was not associated significantly with the occurrence of
high-level CMV DNAemia episodes; nevertheless, higher AUCs
were usually seen in patients with self-resolving episodes.

Allo-HSCT patients who fail to reconstitute CMV-specific T-cell
immunity early after transplant are known to be at higher risk of
developing high-level viremia that eventually requires the
inception of antiviral therapy for clearance."?*?* In this context,
we observed that CMV pp65/IE-1-specific CD8* T-cell counts,
enumerated by day +30 after transplant in patients with no
previous DNAemia, tended to correlate with TTV DNA load
AUCs;. 30, hence suggesting that this parameter may behave as a
surrogate marker for CMV-specific T-cell reconstitution. However,
this correlation did not reach statistical significance, likely because
the number of patients in our sample with T-cell immunity data
available was limited, thus precluding us from drawing any robust
conclusions on this issue. Further supporting the above assump-
tion, we observed a trend towards an inverse association between
TTV DNA load AUC;¢.30 and CMV DNA peak values within episodes
of CMV DNAemia.

We were unable to infer the risk of recurrent CMV DNAemia
based upon TTV DNA load AUC,q 30 values. This, nevertheless, was
not entirely unexpected, as such a risk is largely dependent on the
strength of functional CMV-specific T-cell expansion within the
initial episode of virus replication.3°32

We also found no association between the incidence of initial or
recurrent episodes of EBV DNAemia and the TTV DNA load AUCs,q.
30 and AUCs,p.s0. The limited number of patients receiving
rituximab for EBV DNAemia in our cohort precluded any mean-
ingful assessment of the clinical value of TTV DNA load AUCs for
predicting this event. In the absence of data on EBV-specific T-cell
immunity, we speculate that the time span for TTV DNA load
measurements (the longest period between days 20 and 50) may
have been insufficient to gauge the level of EBV-specific T-cell
reconstitution, which often occurs at later stages after allo-
HSCT2*3*

Our data differ from those of Gilles et a who found
significantly higher TTV DNA loads at day +30 after transplantation
in patients with CMV or EBV reactivation and/or aGvHD, thus
supporting the idea that TTV DNA load may behave as a surrogate
marker for immunosuppression. In our series, TTV DNA loads
quantified prior to transplant as well as those those measured at
days 20 and 30 after transplantation were comparable in patients
with or without subsequent CMV DNAemia (either requiring
preemptive antiviral therapy or not), although a trend towards
lower TTV DNA load levels by days 20 and 30 after transplantation
was observed in the former patients. Nevertheless, these two
studies differ in the analytical characteristics of the real-time PCRs
used for TTV, CMV and EBV detection and quantification.®

L35
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Perhaps more importantly, there are substantial differences in the
clinical characteristics of the patients included in each of the
comparison groups: in Gilles et al.>* all the patients with CMV or
EBV reactivation appeared to have developed aGvHD, a condition
which leads to a significant increase in TTV DNA load,'*'® whereas
in our study patients with or without CMV or EBV DNAemia
(treated or untreated) were balanced in terms of the incidence
of aGvHD.

CMV is a potent pro-inflammatory and immunosuppressive
agent'” and as such it may modulate TTV DNA load in the blood
compartment. In fact, CMV-seropositive healthy individuals appear
to display higher plasma TTV DNA loads than their CMV-
seronegative counterparts, at least within certain age ranges.®
Despite this, we found no evidence suggesting that CMV
replication may impact on TTV DNA load kinetics within the first
50 days of allo-HSCT; first, the magnitude of the increase in TTV
DNA load early after engraftment (between days 20 and 30 after
transplantation) and the overall TTV DNA load within this time
frame, captured by the TTV DNA load AUC ,430, was apparently
similar whether or not CMV DNAemia was detectable prior to day
30. Second, we found no correlation between TTV DNA and CMV
DNA loads over the study period. Despite the above, and as
previously stated, further studies are required to prove this
assumption.

No reliable biological marker for identifying allo-HSCT patients
at high-risk of high-level viremia is currently available other than
functional CMV-specific T-cell levels in peripheral blood and this is
better at predicting protection rather than the risk.'”” Early
assessment of the kinetics of TTV DNA load may perhaps help
to solve this unmet need in a subset of patients. Unfortunately,
patients with early-onset CMV DNAemia (either requiring antiviral
therapy or not), nearly 50% in this cohort, would certainly not
benefit from these analyses, at least in the way they were
performed here.

On the basis of the data presented here and elsewhere,'® our
current working hypothesis postulates that plasma TTV DNA load
may behave as a surrogate marker of T-cell immune reconstitution
(at least that preventing high-level CMV DNAemia) shortly after
engraftment, just the opposite as observed in SOT recipients
undergoing maintenance immunosuppression.> In our view, this
can be explained on the basis of the following facts: (i) TTV mainly
replicates in lymphocytes;'® (i) cytopenia (lymphopenia) ensues
following conditioning; immunosuppresion induction regimens in
SOT do not cause such a profound lymphopenia (unless T-cell
depleting agents are used at high doses); (iii) rapid lymphocyte
repopulation following engraftment associates with a decreased
risk of opportunistic infections;'” and (iv) a direct correlation exists
between ALCs and TTV DNA load shortly after engraftment.'*

Nevertheless, the occurrence of severe aGvHD requiring early
after allo-HSCT, requiring the use of high-dose corticosteroids,
known to increase plasma TTV DNA load,'*'®> may blur this
apparent relationship. It remains to be determined whether at
later times, once ALC recover and plasma TTV DNA load reaches a
plateau (this time point may perhaps vary depending upon the
underlying disease, the immunosuppression regimen, the type of
allograft), the magnitude of this parameter reflects instead the net
state of immunosuppression, as it does in SOT. Studies addressing
this issue are currently underway.

The main limitations of this study are its retrospective design,
which made it impossible to collect a large number of specimens
for the CMV-specific T-cell immunity analyses and, again, the
relatively small size of the cohort. Nevertheless, given the
potential clinical relevance of our findings, prospective and well-
powered studies, which can validate or refute our findings are
warranted.

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.
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1 | INTRODUCTION

Plasma torque teno virus (TTV) DNA load directly correlates with the degree of T-cell
immune reconstitution early after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(allo-HSCT). Here, the kinetics of oral TTV DNA shedding was examined to assess
whether quantitation of TTV DNA load in saliva may either replace or complement that
in plasma for predicting lymphocyte (ALC) reconstitution after engraftment. This
prospective observational study enrolled 38 nonconsecutive allo-HSCT recipients.
Saliva and plasma specimens were collected at baseline (pretransplant) and at around
days +30, +50, and +90 after allo-HSCT. TTV DNA was quantitated in both specimen
types by real-time PCR. ALCs were measured by cytometry. A total of 104 paired saliva
and plasma specimens were available for TTV PCR analyses. TTV DNA was detected
more frequently in saliva than in plasma specimens at all time points (overall, 94.2% vs
86.5%). Increasing levels of TTV DNA were seen in both specimen types from day +30
to day +90 after transplantation. Overall, TTV DNA loads were significantly higher in
saliva than in plasma specimens (P =.0002) and correlated significantly (P <.0001). A
direct correlation between TTV DNA loads in saliva and plasma and ALCs was observed
after engraftment (P =.034 and P =.002, respectively). Future studies should be aimed
at determining whether monitoring of oral TTV DNA shedding may be of any utility for

inference of immune reconstitution after allo-HSCT.

KEYWORDS
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT), immune reconstitution, oral TTV
DNA shedding, saliva, torque teno virus (TTV), TTV DNAemia

recipients (allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
[allo-HSCT]), at least in early stages after engraftment. In fact, it

Torque teno virus (TTV) is a circular, negative-sense, single-
stranded DNA virus, which belongs to the Anelloviridae family.*?
TTV is ubiquitous and establishes a persistent infection in most
humans.'? Growing evidence indicates that the size of plasma
TTV DNAemia directly correlates with the net state of immune

competence in allogeneic hematopoietic stem cell transplant

has been shown that plasma TTV DNA load decreases dramati-
cally as a result of conditioning and that following engraftment, it
increases in parallel to the absolute lymphocyte cell counts
(ALCs).3® Moreover, the area under a curve of plasma TTV DNA
loads between days +20 and +30 after allo-HSCT allows the
estimation of the risk of high-level cytomegalovirus DNAemia.”
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Nevertheless, the available data also suggest that once the
TTV DNA load reaches a plateau, its magnitude may reflect
the net state of immunosuppression, as rising plasma TTV DNA
levels are seen in episodes of severe acute graft-versus-host
disease requiring corticosteroid therapy at high doses.>%%?

Although T lymphocytes appear to be the main target for TTV

replication,%*?

other cell types of nonhematopoietic origin may also
be fully permissive, thus potentially contributing to the TTV
burden.>? Pertinent to this study, TTV DNA is frequently detected
in saliva from TTV-infected healthy individuals.'>* Here, we
examined the kinetics of TTV DNA load in saliva to gain a further
insight into the natural history of TTV in allo-HSCT recipients and
investigated whether saliva may be a suitable alternative specimen to
plasma for TTV DNA load monitoring to infer the degree of

lymphocyte reconstitution after allo-HSCT.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Patients

This prospective cohort finally consisted of 38 nonconsecutive adult
patients who underwent T-cell replete allo-HSCT at the Hematology
Service of the Hospital Clinico Universitario of Valencia between
April 2013 and December 2014. Only patients from whom paired
saliva and plasma specimens could be collected were included. The
median age of the patients was 55 years (range 26-69 years). The
patients’ demographic, baseline, and post-transplant clinical data are
summarized in Table 1. The study period comprised the first 100
days after allo-HSCT. This study was approved by the Hospital
Clinico Fundacion INCLIVA ethics committee and all patients gave
written informed consent prior to participating in the study.

2.2 | Saliva and plasma specimens

Paired saliva and plasma specimens were collected before allo-HSCT
(median, day -7; range, days -8 to -4), and at the following time
points afterwards: median day +33 (range, days +21 to +38), median
day +54.5 (range, days +42 to +64), and median day +90 (range, day
+68 to +99). Saliva specimens were obtained early in the morning (9-
10 am) by the use of the unstimulated, whole saliva that pools on the
floor of the mouth, collected by the passive drool technique in sterile
cryovials as previously detailed.’® Saliva samples visibly contami-
nated with blood were discarded. The samples were cryopreserved at
-20°C and then retrieved for the analyses described herein (the

specimens had never been thawed before).

2.3 | Quantitation of TTV DNA load in plasma
and saliva specimens

TTV DNA load quantification in both specimen types was carried
out with a TagMan® real-time PCR targeting a highly-conserved
segment of the untranslated region of the TTV genome, as

previously described.®” DNA extraction of saliva specimens was

TABLE 1 Demographic and clinical characteristics of the patients

Parameter No of patients (%)
Sex

Male 22 (57.9)

Female 16 (42.1)
Underlying hematological disease

Hodgkin’s lymphoma 1(2.6)

Non Hodgkin’s lymphoma 14 (36.8)

Acute lymphocytic leukemia 4 (10.5)

Chronic lymphocytic leukemia 3(7.9)

Acute myeloblastic leukemia 6 (15.8)

Multiple myeloma 2 (5.3)

Myelodysplastic syndrome 6 (15.8)

Other 2 (5.3)
Allograft type

Related 22 (57.9)

Unrelated 16 (42.1)
HLA-matching

Matched 26 (68.4)

Mismatched 12 (31.6)
Conditioning regimen

Myeloablative 5(13.2)

Reduced intensity 33 (86.8)
Stem cell source

Peripheral blood 37 (97.3)

Bone marrow 1(2.7)
GvHD prophylaxis regimen

Cyclosporine A or tacrolimus + methotrexate 13 (34.2)

Cyclosporine A or tacrolimus + 18 (47.4)

mycophenolate mofetil or tacrolimus +
sirolimus
Including cyclophosphamide 7 (18.4)

aGvHD, acute graft versus host disease; HLA, human leukocyte
antigen.

performed using the Nuclisens® nucleic acid extraction kit for the
easyMAG® platform (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), follow-
ing the manufacturer’s instructions. A volume of 200puL of
nondiluted saliva specimens was subjected to DNA extraction,
yielding an elution volume of 60pL. PCR amplification and
amplicon detection were done on the ABI Prism 7500 system
(PE Biosystems, Foster City, CA). Sample processing for TTV DNA
quantitation on plasma samples was previously described.®” The
limit of quantitation of the PCR assay was around 25 copies/mL
and the limit of detection, approximately 10 copies/mL (75%
repeatability). All samples from each patient were assayed

simultaneously in singlets.

2.4 | Absolute lymphocyte counts

Enumeration of absolute ALCs was performed by flow cytometry
using the BD FACSCanto Il Flow Cytometer (BD Biosciences, San
Jose, CA).
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TABLE 2 Detection and quantitation of TTV DNA in paired saliva and plasma specimens in allogeneic hematopoietic stem cell transplant

recipients
Time of sampling Specimen TTV DNA
(no. paired specimens) type
Pretransplant (23)
Saliva 23/0
Plasma 20/3
Around day +30 (24)
Saliva 20/4
Plasma 16/8
Around day +50 (32)
Saliva 30/2
Plasma 30/2
Day +90 (25)
Saliva 25/0
Plasma 24/1

ALC, absolute lymphocyte counts; TTV, torque teno virus.

2.5 | Definitions

Time of engraftment was defined as the first of 3 consecutive days
with an absolute neutrophil count of 0.5 x 10%/L and a platelet count

of of >20 x 10%/L unsupported by transfusion.

2.6 | Statistical analysis

The differences between medians were compared using the Student
t test (2 independent variables), the analysis of variance test (more
than 2 independent variables) or the Wilcoxon sum rank test (for
dependent variables). Correlations between variables were assessed
by the Pearson test. Two-sided exact P values are reported. A
P value < .05 was considered statistically significant.

3 | RESULTS

3.1 | Detection of TTV DNA in paired saliva
and plasma specimens

A total of 104 paired saliva and plasma specimens were available for
TTV PCR analyses. Of the 38 patients in the cohort, 9 had the full set
of specimens (n=4) planned to be drawn, 11 had 3, 17 had 2 and
1 patient had just 1. Thus, 29 patients were unable to produce a
sufficient volume of saliva (mainly due to xerostomy) at one or more
scheduled collection time points. Pre-transplant, day +30, day +50
and day +90 paired saliva and plasma specimens were available for
23, 24, 32, and 25 patients, respectively. Engraftment was
documented at a median of 18 days after transplantation (range
12-23 days). As shown in Table 2, the overall TTV DNA was detected
more frequently in saliva than in plasma specimens at all time points
(94.2% vs 86.5% of specimens). The maximum difference (83.3 vs
66.7%) was noted shortly after engraftment (around day +30). In
detail, TTV DNA was detected in both specimen types in 88 cases,

detectable (yes/no)

TTV DNA load in logio
copies/mL; mean (range)

ALC logyo cells/pL;
mean (range)

5.1 (2.0-8.4) 2.9 (2.0-3.26)
2.6 (0.0-8.0)

4.0 (0.0-8.6) 2.7 (0-3.39)
2.9 (0.0-7.8)

4.7 (0.0-8.6) 2.9 (2.48-3.67)
4.6 (0.0-8.0)

6.1 (1.4-9.4) 2.9 (2.04-3.79)
4.7 (0.0-8.0)

only in saliva in 10, and only in plasma in 2. TTV DNA was not
detected in 4 paired specimens.

3.2 | Kinetics of TTV DNA load in saliva and plasma
specimens

Overall, the TTV DNA loads in saliva and plasma specimens over
time are depicted in Figure 1. Increasing levels of TTV DNA were
seen in both specimen types from day +30 to day +90. Never-
theless, TTV DNA loads above pretransplant levels were reached by
day +90 in saliva, whereas in plasma specimens this was already
evident by day +30. Overall, TTV DNA loads were significantly
higher (P=.0002) in saliva than in plasma specimens (mean, 4.96
logyo copies/mL vs 3.79 logyo copies/mL, respectively). This
occurred at all evaluable time points (Table 2). Overall, a rather
modest (r=.507), albeit significant (P=<.0001) correlation was
observed between TTV DNA loads in saliva and plasma specimens
(Figure 2). As sown in Figure 3, maximal correlation was seen by
around days +30 and +50 after allo-HSCT.
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FIGURE 1 Kinetics of TTV DNA load in paired saliva and plasma
specimens from allo-HSCT recipients. Bars indicate mean values.
allo-HSCT, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; TTV,
torque teno virus
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FIGURE 2 Overall correlation between TTV DNA loads
quantified in paired saliva and plasma specimens throughout

the study period. Correlation between these variables was
analyzed by the Pearson test. r and P values are shown. TTV, torque
teno virus
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3.3 | TTV DNA in saliva and lymphocyte
repopulation

All patients had ALCs measured at the time of saliva and plasma
sampling. As shown in Figure 4, ALCs increased between days +30
and +50 in parallel to TTV DNA loads in both saliva and plasma
specimens. Nevertheless, no further increase in ALC counts was
observed later on, whereas the TTV DNA loads in both sample types
continued to rise up to day +90. Overall, a significant direct
correlation between TTV DNA loads in saliva and ALCs measured
between days +30 and +50 was noted (P=.034; Supporting
Information Figure, panel A). This correlation was rather modest,
though, as was that between TTV DNA load in plasma and ALC

within the same time frame (Supporting Information Figure, panel B).

4 | DISCUSSION

Previous studies conducted in healthy individuals found that TTV DNA

is frequently detected in saliva?>* in which it can be present at higher
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FIGURE 3 Correlation between TTV DNA loads quantified in paired saliva and plasma specimens at different timepoints after allo-HSCT.
The correlation between these variables was analyzed by the Pearson test. r and P values are shown. allo-HSCT, allogeneic hematopoietic stem

cell transplantation; TTV, torque teno virus
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FIGURE 4 Mean increase in TTV DNA loads in saliva and plasma
and in absolute lymphocyte counts (ALCs) between days +30 and
+50 and between days +30 and +90 following allo-HSCT. Bars
indicate mean values. allo-HSCT, allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation; TTV, torque teno virus

levels than in paired serum specimens.® Here we examined the
kinetics of oral TTV DNA shedding in a cohort of allo-HSCT recipients
and compared it with that of plasma TTV DNAemia and ALCs. To our
knowledge, no previous studies have addressed this issue.

Our study presented several findings of potential biological and
clinical interest. First, TTV DNA was detected at a higher rate in
saliva than in plasma specimens; this held true at all evaluable time
points and was particularly noticeable shortly after engraftment. In
fact, 10 patients had TTV DNA detected in saliva without concurrent
TTV DNAemia, whereas only 2 patients had TTV DNAemia in the
absence of oral TTV DNA shedding. In total, there were 6 patients in
whom TTV DNA could not be detected in saliva. Since no
quantitation of total cellular DNA was performed, we could not
infer whether these latter specimens were of a suitable quality for
TTV DNA PCR testing.

Second, the TTV DNA loads in saliva were of greater magnitude
than those quantified in plasma specimens at all time points, including
pretransplant paired specimens. Although this could have been due
to local T-lymphocyte recruitment (and consequent TTV shedding)
owing to oral mucositis, a highly prevalent event early after allo-
HSCT, our observation may also point to the oral cavity as being a
privileged site of TTV replication. Nevertheless, our data should be
interpreted with caution as different platforms were used for DNA
extraction from saliva and plasma specimens. In line with this, it is
still debated whether real TTV-negativity exists in the general
population;? in this context, the use of more sensitive tools such as
digital PCR assays may help resolve the issue.

Third, the kinetics of TTV DNA load in saliva and plasma
specimens was fairly comparable. Overall, TTV DNA loads were
found to increase steadily following engraftment, reaching peak
levels at around day +90 in both compartments; in fact, TTV DNA
loads in the saliva and plasma samples correlated modestly, but
significantly throughout the study period, in particular by around
days +30 and +50; nevertheless, it took longer for TTV DNA load in
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saliva than in plasma to reach levels above those measured before
transplantation.

Fourth, a direct correlation between ALCs and plasma TTV DNA
loads after engraftment has been reported.*® The data presented
herein further support this assumption and extend it to TTV DNA
load in saliva. In this context, it is worthy to mention that ALCs do
not allow inference of the level of immune protection against all
potential deleterious pathogens that threaten these patients. In fact,
we previously showed that ALCs were not associated significantly
with CMV viremia-free survival within 120 days after allo-HSCT.?”
Thus, monitoring of TTV DNA load in saliva (and naturally in plasma)
cannot be viewed as an alternative to ALCs, whose measurement
relies on much cheaper and less sophisticated procedures.

The major limitation of this study is the relatively limited size of
the cohort, and in particular the lack of availability of a number of
sequential specimens we planned to analyze. Additionally, the
sampling time points were not frequent enough to dissect short-
term kinetics immediately after the conditioning regimen. Future
studies should assess the correlation between TTV load in saliva
and lymphocyte subsets, and especially pathogen-specific T lym-
phocytes.

In summary, although preliminary, our data suggest that
sequential monitoring of TTV DNA load in saliva specimens allows
inference of the degree of lymphocyte repopulation after
engraftment, as does plasma TTV DNA load monitoring. Further
studies should be conducted to determine whether monitoring of
oral TTV DNA shedding may be of any utility for inference of
immune reconstitution after allo-HSCT. The ease and noninva-
siveness of saliva drawing makes this approach appealing; this
should be further explored in prospective studies involving larger
cohorts.
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35 | José Maria Aguado'?

The replication kinetics of nonpathogenic anelloviruses belonging to the
Alphatorquevirus genus (such as torque teno virus) might reflect the overall state of
posttransplant immunosuppression. We analyzed 221 kidney transplant (KT) recipi-
ents in whom plasma alphatorquevirus DNA load was quantified by real-time poly-
merase chain reaction at baseline and regularly through the first 12 posttransplant
months. Study outcomes included posttransplant infection and a composite of op-
portunistic infection and/or de novo malignancy (immunosuppression-related ad-
verse event [iRAE]). Alphatorquevirus DNA loads at month 1 were higher among
patients who subsequently developed posttransplant infection (P =.023) or iRAE
(P =.009). Likewise, those with iRAE beyond months 3 and 6 also exhibited higher
peak viral loads over the preceding periods. Areas under the curve for log,, alpha-
torquevirus DNAemia estimated by months 1 or 6 were significantly higher in pa-
tients experiencing study outcomes. Alphatorquevirus DNA loads above 3.15 and
4.56 log,, copies/mL at month 1 predicted the occurrence of posttransplant infec-
tion (adjusted hazard ratio [aHR]: 2.88; 95% confidence interval [Cl]: 1.13-7.36;
P =.027) and iRAE (aHR: 5.17; 95% Cl: 2.01-13.33; P =.001). In conclusion, post-
transplant monitoring of plasma alphatorquevirus DNA kinetics may be useful to
identify KT

complications.

recipients at increased risk of immunosuppression-related

KEYWORDS
biomarker, clinical research/practice, complication: infectious, complication: malignant,
infection and infectious agents, infection and infectious agents - viral, infectious disease,

kidney transplantation/nephrology

Abbreviations: ATG, antithymocyte globulin; AUC, area under curve; auROC, area under receiver operating characteristics curve; BKVAN, polyomavirus-associated nephropathy; Cl,
confidence interval; CMV, cytomegalovirus; ESRD, end-stage renal disease; HIV, human immunodeficiency virus; HR, hazard ratio; IFl, invasive fungal infection; IQR, interquartile range;
iRAE, immunosuppression-related adverse event; KT, kidney transplantation; LLoD, lower limit of detection; LT, lung transplantation; SD, standard deviation; SOT, solid organ transplan-
tation; TTV, torque teno virus.
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1 | INTRODUCTION

Kidney transplantation (KT) remains the best therapeutic option for
end-stage renal disease (ESRD),! although middle- and long-term
outcomes are still threatened by the development of adverse events
attributable to excessive immunosuppression. Therapeutic drug
monitoring currently stands as the only strategy to assess the sta-
tus of immunocompetence after KT.2 However, this unidimensional
approach remains limited to certain immunosuppressive drugs.3 Asa
consequence, various biomarkers with or without antigenic specific-
ity have been proposed, with most of them not having yet reached
clinical maturity.4

The widespread use of high-throughput sequencing meth-
ods has provided a revolutionary insight into the composition of
human blood virome.®> Anelloviruses are small, nonenveloped,
single-stranded DNA viruses with a circular, negative-sense
genome. They are ubiquitously distributed, exhibit remarkable
genetic variability, and occupy the largest fraction (=70%) of blood
virome in healthy subjects.® Torque teno virus (TTV), first isolated
in 1997 from a Japanese patient with posttransfusion hepatitis,’”
constitutes the prototype member within the Anelloviridae fam-
ily. TTV belongs to the Alphatorquevirus genus, which comprises
at least 29 different genospecies according to the 2011 report of
the International Committee on the Taxonomy of Viruses. TTV in-
fection is thought to be acquired in childhood via multiple routes
(transplacental, respiratory, fecal-oral, or transfusion) and reaches
a prevalence as high as 90% among the adult population.®’
Anelloviruses such as TTV are still considered “orphan” viruses,
with no evidence so far supporting a direct causal association with
specific clinical manifestations.®®

Regardless of the nonpathogenic nature of chronic alphatorque-
virus infection, increasing interest is being shown in its potential
application as a functional marker of immune status. Plasma al-
phatorquevirus DNA levels in nonimmunocompromised subjects
reflect a long-term steady-state balance between virus replication
and the host’s immune response, resulting from a high daily turnover
rate 1011 Immunosuppressive therapy for solid organ transplantation
(SOT),*2%5 postengraftment phase after allogeneic hematopoietic

1619 5r CD4" T cell depletion in human im-

stem-cell transplantation,
munodeficiency virus (HIV) infection 20,21 |ead to an evident increase
in alphatorquevirus DNA loads that would in turn correlate with the
overall amount of immunosuppression.

It has been suggested that replication kinetics for alphatorque-
virus might be a useful tool to identify SOT recipients at increased
risk of graft rejection (ie, those with lower DNA loads).???* In ad-
dition, some authors have reported a direct association between
higher DNA loads and posttransplant infection.?® Nevertheless,
most of these studies had small sample sizes or were exclusively
focused on graft rejection as study outcome. We investigated
in a large cohort of KT recipients the clinical value of monitor-
ing alphatorquevirus DNA kinetics to predict the occurrence not
only of posttransplant infection, but also of a constellation of
complications, such as opportunistic infection or de novo malig-

nancy, whose pathogenesis may be more specifically attributed to

excessive immunosuppression (ie, immunosuppression-related ad-

verse events [iRAEs]).

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study population and setting

The present prospective, observational, cohort study was performed
between November 2014 and December 2016 at the Hospital
Universitario “12 de Octubre.” All adult patients with ESRD under-
going KT during this period and providing informed consent were
deemed eligible for inclusion. Double organ recipients were excluded.
This study was performed in accordance with the ethical standards
laid down in the Declarations of Helsinki and Istanbul. The local

Clinical Research Ethics Committee approved the study protocol.

2.2 | Study design

Participants were enrolled at the time of KT and followed up for at
least 12 months, unless graft loss (retransplantation or permanent
return to dialysis) or death occurred earlier. Scheduled follow-up
visits were carried out at baseline, every 2 weeks during the first
3 months, and monthly thereafter, as well as whenever clinically indi-
cated. A number of pretransplant, perioperative, and posttransplant
variables were recorded by using a standardized case report form.
Plasma alphatorquevirus DNA load was quantified at baseline (ie,
within 6 hours prior to the transplant procedure), day 7, and months
1, 3, 6, and 12 by a polymerase chain reaction (PCR)-based quanti-
tative nucleic acid amplification test. Descriptions of immunosup-
pression and prophylaxis regimens are detailed in Supplementary
Methods.

The study outcome was the occurrence of overall posttransplant
serious infection (defined by the requirement of hospitalization and
intravenous antimicrobial therapy) and iRAE, with the latter encom-
passing the occurrence of opportunistic infection (as defined below)

and/or posttransplant de novo ma\lignancy.26

2.3 | Plasma alphatorquevirus DNA load
quantification

Blood samples were immediately centrifuged and plasma speci-
mens were preserved at -80°C, with aliquots thawed for the first
time for the present analyses. DNA was extracted from 200 pL of
plasma with the NucliSENS® easyMAG® automated system (bioMé-
rieux, Marcy-I'Etoile, France), following the manufacturer’s instruc-
tions. DNA loads were quantified by means of the TTV R-gene® kit
(ARGENE® range, bioMérieux), a real-time PCR assay targeting a
highly conserved segment of the 5" untranslated region of the viral
genome with >90% identity across isolates.éAnaIyticaI performances
of this assay in terms of precision (reproducibility and repeatability),

correlation with the in-house PCR assay developed by Maggi et al,?’

inclusivity and exclusivity, and linearity have been recently reported 2

and are detailed in Supplementary Methods. PCR amplification and
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amplicon detection was performed on an ABI Prism 7500 system
(PE Biosystems, Foster City, CA). The viral load (in copy numbers
per mL) was determined using a standard curve with known copy
numbers and log,-transformed for statistical analyses. The lower
limit of detection (LLoD) was 167 copies/mL (95% confidence inter-
val [CI]: 92-581) or 2.2 log,, copies/mL (95% Cl: 2.0-2.8), with DNA
quantitation in the linear range from 2.1 x 10% to 2.1 x 107 copies/
mL. Specimens with undetectable DNA loads were assigned a value
of 0.01(-2.0 log, ) copies/mL for analysis purposes. All samples from
each patient were simultaneously assayed in singlets. Although the
taxonomic classification and nomenclature of the Anelloviridae fam-
ily are still discussed, there is general consensus to recommend the
term “alphatorquevirus” instead of “TTV” in order to encompass the
different genospecies within this genus. Therefore, results of the

PCR assay were referred to as plasma alphatorquevirus DNA load.

2.4 | Study definitions

We defined opportunistic infection as that due to intracellular bac-
teria (mycobacteria, Listeria monocytogenes, and Nocardia spp.),
herpesviruses(cytomegalovirus[CMV],herpessimplexvirus,andvaricella-
zoster virus), polyomaviruses (biopsy-proven BK polyomavirus-asso-
ciated nephropathy [BKVAN]), yeasts (Candida spp. and Cryptococcus
spp.), molds (invasive aspergillosis and mucormycosis), and parasites
(Toxoplasma gondii, Pneumocystis jirovecii, and Leishmania spp.).2’ We
also included the diagnosis of presumptive BKVAN (high-level poly-
omavirus BK replication [plasma viral load >4 log,, copies/mL] at 2
time points 3 or more weeks apart) even in the absence of biopsy-
proven nephropathy.° Surgical site and urinary tract infections due
to Candida spp. were excluded since such complications are usually
related to previous invasive procedures, mucosal breakdown, and in-
dwelling urinary catheters rather than to the patient’s immune status.
The diagnosis of CMV disease required the demonstration of CMV
replication and the presence of attributable symptoms, and was cat-
egorized as viral syndrome or end-organ disease according to consen-
sus definitions.3* Proven or probable invasive fungal infection (IF1) was
defined by the European Organization on Research and Treatment in
Cancer and the Mycoses Study Group criteria.>? Further study defini-

tions are detailed in Supplementary Methods.

2.5 | Statistical analysis

Quantitative data were shown as the mean + standard deviation (SD)
or the median with interquartile ranges (IQR). Qualitative variables
were expressed as absolute and relative frequencies. Categorical
variables were compared using the X2 test. Student t test or Mann-
Whitney U test were applied for continuous variables. Repeated
measures were compared with the Student t test for paired samples
or the Wilcoxon test. Pearson’s correlation coefficient or Spearman’s
rank correlation coefficient were used to investigate the correlation
between continuous variables.

The optimal cutoff values (ie, that with the highest value for the
combined sensitivity and specificity) of plasma alphatorquevirus

AJT-L2

DNA loads to predict study outcomes were identified by the
Youden's index 2% in the area under receiver operating characteris-
tics (@auROC) curve. In the absence of an external validation cohort,
the selected cutoff values were evaluated by bootstrap simulation,
which estimated how good the predictive performance of the test
(ie, having a plasma DNA load below or above the threshold) would
be on a hypothetical set of new patients. To this aim, 1000 bootstrap
samples of equal size were generated from the study population by
sampling with replacement. Time-to-first-event curves were plotted
by the Kaplan-Meier method. Intergroup differences in cumulative
incidence curves were compared with the log-rank test, and multi-
variate Cox regression models were used to evaluate the association
between plasma DNA loads and study outcomes. Multicollinearity
was assessed using variance inflation factors. Associations were
given as hazard ratios (HRs) and 95% Cls.

Plasma alphatorquevirus DNA load area under curve (AUC)
was calculated by means of the trapezoid rule.®* As previously de-

scribed, 3%

we estimated the DNA load doubling time according to
the formula: dt = (t,-t,) x [Ln,/Ln(q,/q,)], where q, and q, represent
the plasma loads (in copies/mL) at the time of the first and second
positive PCR result, respectively, and (t,-t,) the interval (in days)
between both dates. Only episodes in which there was an increase
between the first and second alphatorquevirus DNA load values of
>3-fold were considered for analysis.

All the significance tests were 2-tailed. The threshold for signif-
icance was set at a P < .05. Statistical analysis was performed using
SPSS version 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY) and Prism version 6.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).

3 | RESULTS

3.1 | Characteristics of the study population

We included 221 KT recipients, whose clinical characteristics
are shown in Table 1. The median follow-up was 494 days (IQR:
434-542). Five patients (2.3%) experienced graft loss after a median
posttransplant interval of 41 days (IQR: 18-260.5), whereas 2 pa-
tients (0.9%) died (1-year survival rate: 98.0%). These patients were
censored for follow-up at these points.

Regarding the occurrence of study outcomes, 128 patients
(57.9%) developed a total of 287 episodes of posttransplant infection
(incidence rate: 2.67 episodes per 1000 transplant-days). The clinical
and microbiological characteristics are detailed in Supplementary
Results (Table S1). The median interval from transplantation to the
first episode was 37.5 days (IQR: 14-99.3). Fifty-one patients (23.1%)
had 65 episodes of iRAE (incidence rate: 0.61 episodes per 1000
transplant-days) (Table 2). The median interval to the first episode
was 78 days (IQR: 39-235).

3.2 | Kinetics of plasma alphatorquevirus DNA load

The total number of monitoring points for plasma alphatorquevi-
rus DNA was 997 (median of 5 points per patient [IQR: 4-5]). Only
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TABLE 1 Demographics and clinical characteristics of the study
population (n = 221)

Variable Value
Age of recipient, y (mean + SD) 53.9+15.7
Sex of recipient (male) (n [%]) 160 (72.4)
Prior or current smoking history (n [%]) 90 (40.7)
BMI at transplantation, kg/m? [mean + SDJ? 25.2+41
Pretransplant chronic comorbidities (n [%])

Hypertension 188 (85.1)

Diabetes mellitus 70(31.7)

Coronary heart disease 22 (10.0)

Other chronic heart disease 39 (17.6)

Peripheral arterial disease 21 (9.5)

Cerebrovascular disease 18(8.1)

Chronic obstructive pulmonary disease 6(2.7)
Previous solid organ transplantation (n [%]) 29 (13.1)
Underlying end-stage renal disease (n [%])

Glomerulonephritis 50(22.6)

Diabetic nephropathy 45 (20.4)

Polycystosis 26 (11.8)

Nephroangiosclerosis 20 (9.0)

Chronic interstitial nephropathy 12 (5.4)

Congenital nephropathy 10 (4.5)

Reflux nephropathy 6(2.7)

Vasculitis 5(2.3)

Lupus nephropathy 4(1.8)

Unknown 26(11.8)

Other 17 (7.7)
CMV serostatus (n [%])

D+/R+ 157 (71.0)

D-/R+ 24 (10.9)

D+/R- 28(12.7)

D-/R- 8(3.6)

D unknown/R+ 4(1.8)
Positive EBV serostatus (anti-EBNA 1gG) (n [%]) 200 (90.5)
Positive HCV serostatus [n (%)] 17 (7.7)
Positive HBsAg status (n [%]) 8(3.6)
Positive HIV serostatus (n [%]) 2(0.9)
Pretransplant renal replacement therapy [n (%)] 194 (87.8)

Hemodialysis 159 (82.0)

Continuous ambulatory peritoneal dialysis 35 (18.0)
Time on dialysis, days (median [IQR]) 536

(284-1074)
Highly sensitized recipient (n [%]) 21 (8.0)
Age of donor, y [mean + SD] 52.5+16.1
Gender of donor (male) (n [%]) 117 (52.9)

(Continues)

TABLE 1 (Continued)

Variable Value
Type of donor (n [%)])
DBD donor 144 (65.2)
DCD donor 47 (21.3)
Living donor 29 (13.1)
Cold ischemia time, h (mean + SD) 159 +8.0
Number of HLA mismatches (median [IQR]) 4 (3-5)
Induction therapy (n [%])
ATG 106 (48.0)
Total dose, mg (mean + SD) 54+22
Basiliximab 85 (38.5)
None 30(13.6)
Primary immunosuppression regimen (n [%])
Steroids 220 (99.5)
Tacrolimus 221 (100.0)
Mycophenolate mofetil/mycophenolic acid 210 (95.0)
Azathioprine 10 (4.5)
Anti-CMV prophylaxis (n [%]) 125 (56.6)
Duration of prophylaxis, days (median [IQR]) 103.5
(91-148.5)
Posttransplant complications (n [%])

Delayed graft function 102 (46.2)
Number of dialysis sessions (median [IQR]) 2(1-3)
Reintervention within the first month 24 (10.9)
NODAT 19 (12.6)
Renal artery stenosis 43 (19.5)
Acute graft rejectionb 25(11.4)
Time from transplantation, days (mean + SD) 112.8 + 105.1

T cell-mediated acute rejection 13 (5.9)
Antibody-mediated acute rejection 6(2.7)

ATG, antithymocyte globulin; BMI, body mass index; CMV, cytomegalo-
virus; D, donor; DBD, donation after brain death; DCD, donation after
circulatory death; EBV, Epstein-Barr virus; EBNA, EBV nuclear antigen;
HLA, human leukocyte antigen; HBsAg, hepatitis B virus surface antigen;
HCV, hepatitis C virus; HIV, human immunodeficiency virus; IQR, inter-
quartile range; NODAT, new-onset diabetes after transplantation; R, re-
cipient; SD, standard deviation.

?Data on BMI not available for 18 patients.

PIncludes 4 patients with borderline acute rejection and 2 with empiri-
cally treated episodes not confirmed by biopsy.

2.4% (24/997) samples were below the LLoD (ie, undetectable
load), with rates ranging from 3.7% (7/187) at baseline to 0.6%
(1/177) at month 6. There was a progressive increase in viral
load from baseline (2.9 + 1.6 log,, copies/mL), to peak at month
6 (5.7 £ 1.9 log,, copies/mL) and slightly decreased at month 12
(5.0+ 2.1 log,, copies/mL) (P < .05 for all paired comparisons)
(Figure 1). Accordingly, viral loads peaked in most patients at
month 6 (51.6% [114/221]).

We found a significant although weak direct correlation between

recipient age and plasma alphatorquevirus DNA loads at baseline
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(r=0.263;P =.0002)andday 7 (r = 0.151; P =.029), but not thereaf-
ter. CMV-seronegative recipients had lower alphatorquevirus loads as
compared to those who were seropositive (2.3+1.6 vs 2.9+
1.6 log,, copies/mL; P =.028). Regarding posttransplant factors,
induction therapy with anti-thymocyte globulin (ATG) was associ-
ated with higher plasma alphatorquevirus DNA loads through the
first 6 posttransplant months, with significant differences at month
3(5.5+1.8vs 4.8+ 1.9 log,, copies/mL; P =.018) (Figure S1). We
found no impact of the administration of anti-CMV prophylaxis or
the primary immunosuppression regimen. Twenty-two patients
(10.0%) were converted to an mTOR inhibitor after a median interval
of 217 days (IQR: 117.5-306.8). Plasma alphatorquevirus DNA loads
did not differ between this subgroup of patients and the rest of the

cohort either (data not shown).

3.3 | Correlation between alphatorquevirus DNA
loads and immune parameters

In order to better characterize the potential of alphatorquevirus
DNA kinetics as a surrogate marker for immunosuppression, we
analyzed the relationship between this parameter and absolute
counts of peripheral blood lymphocyte populations. At posttrans-
plant month 1, there were significant inverse correlations between
the plasma alphatorquevirus DNA load and concurrently meas-
ured CD3* (r=-0.238; P =.017), CD4" (r= -0.241; P =.015), and
CD8* T cell counts (r = -0.240; P =.016). Such correlations were
even more evident by month 3, particularly for CD3"* (r = -0.347;
P <.0001)and CD4" T cell counts (r = -0.330; P < .001) (Figure S2).

3.4 | Alphatorquevirus DNA loads at single
points and outcomes

First, we explored the association between plasma alphatorquevirus
DNA loads at discrete time points and study outcomes. We found
no significant differences in baseline loads between patients with
or without posttransplant infection (2.9 +1.6 vs 2.8 + 1.6 log,,
copies/mL; P =.854) or iRAE (3.1 + 1.5 vs 2.8 + 1.6 log,, copies/
mL; P =.369). Such lack of significance persisted when plasma
loads were measured at day 7, either for infection (3.2 + 1.7 vs
3.1+ 1.7 log,, copies/mL; P = .697) or iRAE (3.5+ 1.6 vs 3.0+ 1.7
log,, copies/mL; P =.148).

Nevertheless, differences emerged thereafter, when most re-
cipients have reached a stable level of immunosuppression. Plasma
alphatorquevirus DNA loads at month 1 were higher among pa-
tients who subsequently developed posttransplant infection as
compared to those remaining free from this complication (4.6 + 1.3
vs 3.8 + 1.9 log,, copies/mL; P =.023). Such a difference was also
observed between patients developing or not developing iRAE
(49+1.2 vs 3.9+1.8 log,, copies/mL; P =.009) (Figure 2A).
Likewise, peak DNA loads during the preceding periods were sig-
nificantly higher in patients who developed iRAE beyond month
3 (5.6 £1.3 vs 4.7 + 1.8 log,, copies/mL; P =.007) or month 6
(6.8 £2.0vs 5.8+ 1.7 log,, copies/mL; P =.012) (Figure 2B), with

a nonsignificant trend at the latter point for posttransplant infec-
tion (6.3 + 1.9 vs 5.8 + 1.7 log,, copies/mL; P = .097).

In view of its potential utility for guiding clinical decisions early
after transplantation, we further analyzed the discriminative value
of alphatorquevirus DNA loads at month 1. The auROCs for predict-
ing infection and iRAE were 0.624 (95% Cl: 0.517-0.732; P =.029)
and 0.704 (95% Cl: 0.588-0.820; P =.002), with optimal cutoff val-
ues set at 3.15 and 4.56 log, , copies/mL, respectively. The presence
of plasma alphatorquevirus DNA loads above these thresholds was
associated with higher cumulative incidences of infection (log-rank
P =.009) and iRAE (log-rank P =.0006) (Figure 3). The predictive
performance of both cutoff values estimated through 1000 boot-
strap samples is detailed in Table 3. Such associations remained
significant after multivariate adjustment, both for posttransplant
infection (adjusted HR: 2.88; 95% Cl: 1.13-7.36; P =.027) (Table
S2) and iRAE (adjusted HR: 5.17; 95% Cl: 2.01-13.33; P =.001)
(Table S3).

3.5 | Areas under curve for plasma alphatorquevirus
DNA and outcomes

We explored the correlation between the cumulative magnitude of
alphatorquevirus DNAemia, estimated through the AUC for log,,
plasma DNA load, and study outcomes. The AUCs between base-
line and month 1 (AUC,_,,) were significantly higher among patients
with posttransplant infection (5.1 £ 1.7 vs 4.6 + 1.7 log, , copies/mL;
P =.046) or iRAE (5.4 £ 1.4 vs 4.7 + 1.7 log,, copies/mL; P =.015)
beyond that point. Likewise, the AUCs to month 6 (AUC,_5,) were
also higher among patients subsequently developing posttransplant
infection (8.8 £ 1.3 vs 7.9 + 1.6 log,, copies/mL; P =.032) or iRAE
(91£1.2vs 7.9 £ 1.5 log,, copies/mL; P =.023) (Figure 4).

3.6 | Kinetics of alphatorquevirus DNA
loads and outcomes

Previous studies have suggested that TTV replication kinetics mir-
rors more accurately the state of immunosuppression than the viral
load at a given point.}>3¢ Thus, we investigated whether dynamic
changes in alphatorquevirus loads correlates with posttransplant
outcomes by separately analyzing the trajectory (ascending or
nonascending [ie, stable or decreasing] slope) and magnitude (viral
doubling time) of change in plasma alphatorquevirus DNA loads be-
tween 2 consecutive monitoring points.

Patients showing an increasing slope of change in alphatorque-
virus DNA loads between day 7 and month 1 were more likely
to subsequently develop posttransplant infection compared to
those with nonascending kinetics (57.3% [47/82] vs 18.8% [3/16];
P =.005). A similar nonsignificant trend was also observed for iRAE
(26.8% [22/82] vs 6.2% [1/16]; P =.108). Increasing kinetics of al-
phatorquevirus DNA load between both points acted as an inde-
pendent predictor for posttransplant infection (adjusted HR: 4.29;
95% Cl: 1.32-14.04; P = .016) (Table S4), with significant differences
in terms of cumulative incidence (log-rank P =.013) (Figure 5). No
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TABLE 2 Clinical description of the 65 episodes of iRAE
occurring in the study population

Clinical syndrome N (%)

Opportunistic infection 54 (83.1)
CMV viral syndrome 25 (38.4)
CMYV colitis 4(6.1)
HSV mucocutaneous infection 9(13.8)
Herpes zoster 6(9.2)
Significant BK viremia® 3(4.6)
Nocardiosis 1(1.6)
Invasive aspergillosis 2(3.1)
Mucormycosis 1(1.6)
Cryptococcosis 1(1.6)
IFI due to Trichosporon spp. 1(1.6)
Visceral leishmaniasis 1(1.6)

Posttransplant de novo malignancy 11 (16.9)
Solid organ cancer® 7 (10.8)
Nonmelanoma skin cancer® 4(6.1)

CMV, cytomegalovirus; IFl, invasive fungal infection; iRAE,
immunosuppression-related adverse event; HSV, herpes simplex virus.
2Plasma viral load >4 log,, copies/mL at 2 different time points 3 or more
weeks apart.

®Includes colon adenocarcinoma (3 cases), renal cell carcinoma (2 cases),
rectal carcinoma, gastric adenocarcinoma, and prostate adenocarcinoma
(1 case each).

‘Includes basal cell and squamous cell carcinoma (2 cases each).
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FIGURE 1 Kinetics of plasma alphatorquevirus DNA load from
baseline to month 12 after transplantation. *P = .006; **P <.0001

comparable associations were observed for any of the remaining
time intervals, including that immediately after transplantation (ie,
from baseline to day 7). This finding is concordant with the sigmoidal-
shaped model proposed for TTV DNA kinetics in lung transplant
(LT) recipients, in which the increase in viral load exhibits a delay of
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months 3 and 6. iRAE, immunosuppression-related adverse event

almost linear increase between days 15 and 45 and a progressive
stabilization thereafter.!® Figure S3 depicts illustrative examples of
increasing dynamics of alphatorquevirus DNA loads and relevant
posttransplant events.

The lowest doubling time for alphatorquevirus DNA load across
different time intervals was observed between day 7 and month 1
(median: 4.9 days [IQR: 3.3-7.6]) (Table S5), in accordance with the
aforementioned sigmoidal-shaped course. Doubling times through
the first month were lower among patients who received ATG in-
duction, either between baseline and day 7 (4.0 [IQR: 2.1-6.5] vs
7.1 [IQR: 4.3-17.1] days; P <.0001) or between day 7 and month
1 (4.0 [IQR: 2.8-6.1] vs 6.3 [IQR: 3.6-9.1] days; P =.020) (Figure
S4). In view of this significant interaction, we separately ana-
lyzed alphatorquevirus doubling times according to the type of
induction therapy. There were no differences among ATG-treated
patients who did or did not develop posttransplant infection or

iRAE. However, doubling times between day 7 and month 1 were
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lower for patients who did not receive ATG and developed post-
transplant infection as compared to those remaining free from
this complication (5.5 [IQR: 3.5-8.4] vs 7.3 [IQR: 5.3-22.4] days;
P =.070) (Figure S5).

3.7 | Alphatorquevirus DNA loads and
graft rejection

Finally, we analyzed the correlation between plasma alphatorquevirus
DNA loads and graft rejection. In concordance with the presumed
nature of this variable as a marker of immunosuppression, baseline
loads were lower (suggesting a higher level of immunocompetence)
among patients who developed acute rejection during the first 90
posttransplant days (1.7 £ 2.3 vs 2.9 + 1.6 log,, copies/mL; P =.035). In
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addition, the cumulative incidence of rejection was significantly higher
among patients with undetectable DNA at baseline (28.6% [2/7] vs
3.3% [6/180]; P =.030). After multivariate adjustment, higher plasma
alphatorquevirus DNA loads at baseline remained as a protective factor
for the development of acute graft rejection (adjusted HR [per 1-log,,
copies/mL increase]: 0.69; 95% Cl: 0.49 - 0.97; P = .034) (Table S6).

4 | DISCUSSION

In the present cohort of KT recipients, a clear association between
plasma alphatorquevirus DNA kinetics and posttransplant compli-
cations was observed. Patients who developed posttransplant in-
fection or iRAE—a composite outcome encompassing opportunistic
infection and de novo cancer—beyond the first month exhibited
higher alphatorquevirus DNA loads over the preceding months,
either measured at single time points or expressed through the
AUC as a proxy to the cumulative magnitude of DNAemia. Such
associations still persisted for late-onset events. The demonstra-
tion of increasing plasma DNA loads during the first month was
found to be particularly informative. On the other hand, recipi-
ents with higher pretransplant loads were less likely to experience
acute graft rejection. Collectively, these results reinforce the hy-
pothesis linking anellovirus replication kinetics and posttransplant
immunocompetence.

Our experience provides additional insight into the epidemi-
ology of alphatorquevirus infection among ESRD patients. First,
alphatorquevirus DNA was detectable in 96.3% of plasma speci-
mens collected at baseline, suggesting that the prevalence in this
specific population is higher than that reported for healthy individ-
uals in other European countries,”®”38 but similar to the rates found
among other chronic patient groups such as HIV- or hepatitis-in-

fected subjectszo’g&39

or those with end-stage pulmonary or liver
disease.’%7*1 We observed a direct correlation, although weak,
between recipient age and plasma DNA loads, in line with previous
studies performed in healthy adults.”*”8 In addition, CMV seropos-
itivity was associated with higher baseline alphatorquevirus loads,
as also reported by other authors.” Both findings would support the
impact of age- and CMV-associated immunosenescence on the host
control of chronic alphatorquevirus infection.*?

More relevantly for the potential usefulness of alphatorque-
virus  DNA kinetics as surrogate marker of posttransplant

TABLE 3 Predictive performance of plasma alphatorquevirus DNA loads measured at month 1 (with optimally selected cutoff values) for

predicting the occurrence of study outcomes in 1000 bootstrap samples

Predicted posttransplant
event

Sensitivity

Cutoff value (95% CI)?

Plasma load >3.15 log,
copies/mL

Infection beyond mo 1

Plasma load >4.56 log,,
copies/mL

iRAE beyond mo 1

89.8% (79.6-98.0)

76.0% (60.0-92.0)

Specificity
(95% CI)?

30.9% (18.2-43.6)

PPV (95% CI)* NPV (95% CI)?

53.8% (42.7-64.6) 77.3% (59.1-95.5)

65.8% (55.7-75.9)  41.3% (28.3-54.3) 89.7% (81.0-96.6)

Cl, confidence interval; iRAE, immunosuppression-related adverse event; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.

Mean and 95% bootstrap CI.
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posttransplant month 1 (AUC, ,,) (A) and 6 (AUC__,4,) (B) according
to the subsequent occurrence of infection and iRAE. AUC, area
under curve; iRAE, immunosuppression-related adverse event

immunosuppression, we observed a negative correlation between
plasma loads and CD3+, CD4+, and CD8+ T cell counts assessed
at months 1 and 3. It is commonly believed that alphatorquevirus
replication mostly occurs in T lymphocytes, since some authors
found a sharp drop in TTV viremia among liver transplant recipients
treated with ATG that was not observed in those receiving non-T-
cell-depleting induction regimens (ie, basiliximab).1”%¢ We did not
replicate, however, such findings since the use of ATG as induction
therapy in our cohort was associated with higher viral loads and
lower doubling viral times during the first posttransplant months.
The exact nature of replication-competent cells for alphatorquevi-
rus remains largely unknown.® The ATG-induced decay in DNA load
reported in previous studies was only evident very early (ie, first
2 weeks) after transplantation.3¢ It is plausible that such an effect
could be attenuated in the midterm due to partial T cell repopula-
tion. In addition, it has been shown that ATG induction increases
the frequency of late-stage differentiated T cells and accelerates
immunosenescence,*® potentially impairing alphatorquevirus-spe-

cific immune response. Differences in ATG dosing regimens and
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FIGURE 5 Kaplan-Meier curves of cumulative incidence of
posttransplant infection according to the observed kinetics of
plasma alphatorquevirus DNA load between day 7 and month 1
after transplantation (log-rank P =.013)

concurrent immunosuppression may also account for this discrep-
ancy between studies.

The replication kinetics observed in our cohort was similar to
that previously reported in LT recipients, with a rapid increase
in viral load from days 7 to 30, which was followed by a less
pronounced slope thereafter, to peak beyond month 3 in most

patients.?>44

It should be noted that the alphatorquevirus dou-
bling time was higher during the first posttransplant week than
in the subsequent period until day 30, pointing to a certain delay
in the triggering effect of iatrogenic immunosuppression on viral
replication and shaping a sigmoid-like curve, which has also been
observed after LT.2®

Recent studies have reported an association between low or
undetectable alphatorquevirus viremia and an increased risk of
graft rejection after lung,?* kidney, 2% and liver transplantation.??
Similarly to our experience, data from the Swiss Transplantation
Cohort Study showed that 1-year cumulative incidence of rejec-
tion among liver transplant recipients with undetectable TTV DNA
loads at transplantation were significantly higher than in patients
with detectable titers.?? Nevertheless, available information re-
mains scarce regarding the predictive value of high DNA loads
to anticipate the occurrence of posttransplant infection, with
contradictory results. Gorzer et al reported than a cutoff level of
9.3 log,, copies/mL for TTV DNA was predictive for the develop-
ment of infection after LT, although the monitoring time largely var-
ied from 89 to 364 posttransplant days.?> More recently, Nordén
et al failed to find a relationship between alphatorquevirus kinetics
and the risk of infectious complications also in LT recipients,44 al-
though outcome definitions were somewhat discordant between
both studies.

We observed that the magnitude of alphatorquevirus replica-
tion (estimated through cross-sectional viral load measurements
or AUCs) was directly correlated with the subsequent risk of in-
fection and iRAE, and identified 2 specific thresholds at month 1
for each of these outcomes (3.15 and 4.56 log,, copies/mL, re-
spectively). Since the positive predictive value of a diagnostic test

is directly proportional to the prevalence of the condition being
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detected, the bootstrap estimates were limited by the low cumu-
lative incidence rates observed beyond posttransplant month 1
for infection or iRAE. On the other hand, the negative predictive
values were substantially higher, particularly for iRAE, suggesting
that those patients with DNA loads below such thresholds have
a very low risk of developing complications attributable to over-
immunosuppression. Interestingly, an ascending slope of change (ie,
increasing kinetics) in DNA load during the first month acted as an
independent predictor for posttransplant infection. It is likely that
such replication kinetics identifies a subgroup of recipients partic-
ularly unable to control chronic alphatorquevirus infection due to
the functional immune impairment associated with posttransplant
immunosuppression. In accordance with this notion, viral doubling
times between days 7 and 30 were lower—indicating a more explo-
sive viral kinetics—among patients who developed posttransplant
infection beyond this latter point, although the difference did not
reach statistical significance and disappeared in the presence of
ATG induction.

By using overall posttransplant infection and iRAE as separate
outcomes, we aimed at investigating the role of alphatorquevirus
DNAemia from 2 complementary perspectives. The first outcome
constituted a sensitive measure of the recipient’s susceptibility to
infection since it encompasses a multiplicity of factors, in addition
to immunosuppressive therapy, contributing to the occurrence of
this complication (ie, surgical and invasive procedures or environ-
mental exposures). On the other hand, the working concept of iRAE
was conceived to capture more precisely the distinctive role played
by the net state of immunosuppression after transplantation. In
support of this hypothesis, we found that the differences in alpha-
torquevirus DNA loads between patients with or without iRAE were
more marked than those according to the occurrence of posttrans-
plant infection.

Although we lacked a formal control group composed of non-
immunocompromised subjects, the aforementioned study by
Kulifaj et al included 31 healthy volunteers in whom plasma DNA
loads were measured by means of the same PCR assay used in the
present research?®, thus allowing valid comparisons. Interestingly,
the mean alphatorquevirus DNA load in this nonimmunocompro-
mised group (2.8 £+ 1.1 log,, copies/mL) was virtually identical to
that observed by us at the pretransplant (baseline) assessment
(2.9 £ 1.6 log,,). Both selected cutoff values at month 1 were
notably higher than the DNA load expected for healthy individuals
or ESRD patients prior to transplantation. Such a difference was
particularly evident (approaching 2 log,,) for the iRAE-oriented
threshold, in accordance with the ability of this variable to more
accurately reflect the net state of immunosuppression.

The present study has limitations, including its single-center de-
sign that compromises external generalizability. The real-time PCR
assay used did not allow us to investigate the genetic diversity or
genogroup distribution within alphatorquevirus-infected patients,
which has been shown to evolve with posttransplant immunosup-
pression.’® The number of iRAE episodes analyzed was low, par-
ticularly for posttransplant cancer. The accuracy of doubling time
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estimates could have been limited by the time elapsed between
consecutive DNA load measurements. Finally, the proposed inter-
pretation linking alphatorquevirus viremia and posttransplant com-
plications, although biologically plausible and supported by previous
studies, should be taken as merely hypothesis-generating. Our study
was exploratory in nature and primarily aimed at investigating the
potential application of alphatorquevirus DNA load as a surrogate
marker for immunosuppression, rather than proposing a diagnostic
tool for clinical decision-making. Since the same dataset was used
to both establish and evaluate the cutoff values, the predictive per-
formance of the test may have been overestimated. The external
validation would first require international standardization of PCR
primers, protocols, blood compartments, and reporting units to en-
able comparability across different laboratories. It is likely that by as-
sembling larger multicenter cohorts or by performing a patient-level
meta-analysis of existing studies, the identification of more specific
outcomes (ie, viral opportunistic infection) or at-risk subgroups (ie,
patients treated with T cell-depleting agents) could refine the pre-
dictive value of alphatorquevirus DNAemia measured early after
transplantation.

In conclusion, by means of a large cohort of prospectively fol-
lowed KT recipients with multiple monitoring points, the present
study suggests that plasma alphatorquevirus DNA kinetics may
be useful to predict the development not only of posttransplant
infection but also of other complications attributable to over-
immunosuppression. Alphatorquevirus viremia is emerging as a
feasible, comprehensive surrogate biomarker for the overall state
of immunosuppression after SOT. The recent introduction of com-
mercial real-time PCR assays, although still pending on technical
harmonization and clinical validation, would open the way for im-
plementing serial measurements of alphatorquevirus DNA into the

decision-making process involving KT recipients.
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Abstract

Torque teno virus (TTV) plasma DNA load has been consistently shown to be a surrogate biomarker of immunosuppression
in solid organ transplant recipients. It is uncertain whether it may behave similarly in allogeneic hematopoietic stem cell
transplant recipients (allo-HSCT). Here, we characterized the dynamics of TTV DNAemia in patients undergoing T-cell
replete allo-SCT at late times after transplantation (> day + 100). This retrospective single-center observational study included
33 allo-HSCT patients. Plasma TTV DNA loads were quantified by real-time PCR before initiating the conditioning regimen
and at different time points after transplant. Absolute lymphocyte counts (ALC) were measured by flow cytometry. Overall,
TTV DNA load increased steadily after engraftment, reaching a peak by day + 90; afterwards, it remained relatively constant
until day +210. TTV DNA loads measured within days+ 120 and + 210 correlated inversely with paired ALC, while both
parameters did correlate directly within days +20 and + 60. The median TTV DNA area under a curve between days + 90
and +210 [(AUC)g_»,0] was significantly higher in patients who received corticosteroids within this time frame for treat-
ment of graft versus host disease (either acute, chronic or both) than in controls (P=0.025). In summary, TTV DNA load
may mirror the degree of immunosuppression at late times after allo-HSCT.

Keywords Torque teno virus (TTV) DNAemia - Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation - Immunosuppression -
Biomarker
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DNA load at these early times after allo-HSCT reflects either
the degree of overall immunocompetence or the opposite
remains a matter of debate [15-17]. In contrast, little is
known about both the dynamics of TTV DNA load and its
potential clinical value as a marker of immunosuppression
late after allo-HSCT (> day + 100). Here, we characterized
the dynamics of TTV DNA load within this time frame and
investigated whether it is modulated by the use of different
immunosuppressive regimens or corticosteroid treatments
for graft versus host disease (GVHD).

Materials and methods
Patients

This retrospective single-center study included 33 non-con-
secutive patients who underwent T-cell replete allo-HSCT
at the Hematology Service at the Hospital Clinico Univer-
sitario in Valencia between December 2013 and May 2016,
as a curative therapy for different hematological cancers
(Table 1). Only adult patients (> 18 years) with available
plasma samples for TTV DNA testing obtained at prede-
termined time points (see below) were included. As shown
in Supplementary Table 1, patients included in the study
group were representative of the entire cohort of patients
undergoing allo-HSCT at our center during the study period
(n=288). The median patient’s age at the time of transplan-
tation was 56 years (range 19-70 years). The study period
comprised the first 8 months after transplantation. The study
was approved by the Hospital Clinico Universitario (INC-
LIVA Foundation) review board and ethics committee. All
the patients gave their written informed consent prior to par-
ticipating in the study.

Plasma specimens

Cryopreserved plasma samples (at — 80 °C; never thawed
before) were retrieved for the analyses described herein.
The specimens had been obtained before the initia-
tion of conditioning (median, day —7; range day — 30 to
day —6) and at different time points after transplanta-
tion: day + 20 (range day + 14—day +24), day + 30 (range
day + 25-day + 35), day +40 (range day + 35—-day + 46)
day + 50 (range day +47-day +55), day + 60 (range
day + 56—day + 76), day + 90 (range day + 78—day +97),
day + 120 (range day + 108-day + 141), day + 150
(range day + 142-day + 163), day + 180 (range
day + 166—day +202), and day +210 (day +203—day +256).
In all, 333 specimens were available for TTV DNA quantita-
tion. Ten patients had one or more post-transplant missing

@ Springer

Table 1 Demographic and clinical characteristics of the patients

Parameter No. (%)
Sex

Male 16 (48.5)

Female 17 (51.5)
Underlying hematological disease

Lymphoma 12 (36.4)

Leukemia 12 (36.4)

Myeloma 4(12.1)

Myelodysplastic syndrome 3(1.1)

Myelofibrosis 2(6.1)
Allograft type

Related 18 (54.6)

Unrelated 15(45.4)
Human leukocyte antigen-matching

Matched 17 (51.5)

Mismatched 16 (48.5)
Conditioning regimen

Myeloablative 6(18.2)

Reduced intensity 27 (81.8)
Stem cell source

Peripheral blood 31(93.9)

Bone marrow 1(3.0)

Umbilical cord blood 1(3.0)
Anti-thymocyte globulin use

Yes 8(24.2)

No 25 (75.8)
Inmunosuppressive regimens used

Cyclosporine A-based (with methotrexate or mycophe- 19 (57.5)

nolate)
Tacrolimus and sirolimus 14 (42.5)

specimens (total number =30 samples). Preconditioning
specimens were unavailable from 11 patients.

Plasma Torque teno virus DNA load quantitation

TTV DNA load quantification was carried out with a
TagMan real-time PCR targeting a highly conserved
segment of the untranslated region (UTR) of the viral
genome, thus allowing amplification of all known genetic
variants of Alphatorquevirus. Specific details on the proce-
dure have been previously published [14, 15]. All samples
from each patient were assayed simultaneously in singlets.

Lymphocyte counts
Enumeration of absolute lymphocyte counts (ALC) was

performed by flow cytometry using the BD FACSCanto
II Flow Cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
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Statistical analysis

The TTV DNA load area under the curve (AUC) was cal-
culated using the trapezoidal rule with the aid of the STAT
GRAPHIC Centurion XVII statistics package (Statpoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA). Differences
between medians were compared using the Mann—Whit-
ney U test for unpaired specimens or the Wilcoxon T test
for paired specimens, as appropriate. Correlations between
variables were assessed using the Spearman’s rank test.
Two-sided exact P values are reported; a P value < 0.05
was considered to be statistically significant. The statistical
analyses were performed using SPSS version 20.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA).

Results
Dynamics of plasma TTV DNAemia

All 33 patients had at least one plasma specimen with quan-
tifiable levels of TTV DNA. The kinetics of TTV DNA load
in plasma over the study period is shown in Fig. 1. In agree-
ment with previous findings [14], the TTV DNA load was
seen to increase steadily (and significantly) from around
the time of engraftment (day + 20) until day + 90, when the
peak was reached. Afterwards, TTV DNA load remained

relatively constant until day + 210, time at which it dropped
slightly; in fact, the median TTV DNA load at day +210
was significantly lower than that quantified at day + 90.
Overall, the median TTV DNA load by day + 210 was of
greater magnitude than that measured prior to conditioning,
although the difference did not reach statistical significance
(P=0.398).

TTV DNA load and absolute lymphocyte counts

As shown in Fig. 2, overall, TTV DNA loads measured by
days+ 120, + 150, + 180 and + 210 correlated inversely with
paired ALC (A), while both parameters did correlate directly
when measured by days + 20, + 30, +40, + 50 and + 60
(medians) (panel B).

Effect of the immunosuppressive regimen
and corticosteroids use on plasma TTV DNA load
late after transplantation

We first assessed whether the immunosuppressive regi-
men used for the prevention of GvHD had an impact on
TTV DNA load at late times after transplantation, using
TTV DNA AUC between days+ 120 and +210 (AUC
120-210) as the end-point. We found that the AUC,,, ,;, in
patients receiving a cyclosporine A-based regimen (median
7.53 log,, copies x days x ml~!; range 4.68-9.57) was not
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Fig.1 Dynamics of plasma TTV DNAemia in allo-HSCT recipients.
TTV DNA loads were quantified prior to conditioning (PRE) and at
different time points following allo-HSCT. Bars indicate the median

values and the standard deviations. Comparative P values (Wilcoxon
T test) are shown
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Fig.2 Correlation between plasma TTV DNA loads and abso-
lute lymphocyte counts (ALC) measured at all time points within
days+ 120 and +210 (a) and days+20 and +60 (b). Spearman rank
correlation coefficients (rho) and P values are shown

significantly different (P =0.1) from that seen in patients
treated with tacrolimus and sirolimus (median 8.58 log,
copies x days x ml™'; range 3.93-9.56). We next aimed at
assessing the impact of the use of corticosteroid drugs on
TTV DNA load late after allo-HSCT. We chose the TTV
DNA AUC between days +90 and +210 (AUC,, ,,,) as the
analytical end-point; the AUC allows the estimation of the
actual magnitude (“exposure”) of a given parameter over
time when measurements are conducted at discrete moments.
Out of the 33 patients, 6 were excluded from these analyses
because of early relapse of the underlying disease (n=4) or
premature death (n=2). Out of the remaining 27 patients, 12
did not receive corticosteroids at any time during the study
period (control group) and 15 did so (test group) because of
either, acute GVHD (n=35), chronic GVHD (n=7) or both
(n=3). All these latter patients were under corticosteroids
therapy within days+90 and +210 (Table 2). As shown
in Fig. 3, the median TTV DNA AUCy_,,, was signifi-
cantly higher in patients treated with corticosteroids than

@ Springer

in controls (P =0.025), yet no significant correlation was
seen between this parameter and the total cumulative dose of
corticosteroids prescribed, although a trend was noted (rho,
0.364; P=0.182). No significant differences (P =0.502)
were seen between control and test patients regarding the
immunosuppressive regimens used (cyclosporine A-based,
eight patients in the control group and seven patients in the
test group; tacrolimus plus sirolimus: four patients in the
control group and eight patients in the test group).

Discussion

The potential use of TTV DNA load as a surrogate marker
of immune competence in SOT recipients is supported by
an increasing body of evidence [2—10]. Nevertheless, dem-
onstration of a comparable clinical utility in the allo-HSCT
setting remains elusive, likely reflecting the profound bio-
logical differences between these two transplant modalities.
Namely, we recently suggested that the magnitude of TTV
DNA load early after engraftment may behave as marker
of immune system reconstitution, as it was found to predict
protection from high-level plasma cytomegalovirus (CMV)
DNAemia [15]. In contrast, data from two other studies
pointed to the opposite idea, whereby plasma TTV DNA
would actually be a surrogate marker for immunosuppres-
sion [16, 17]. Notwithstanding, we also provided some evi-
dence indicating that the degree of immunosuppression after
transplant may modulate the level of TTV replication [14];
in fact, in that previous study [14], we found that patients
with severe aGvHD receiving corticosteroids at high doses
experienced increases in TTV DNA load between days + 20
and + 60 of greater magnitude than controls (patients with
grades 0-1 aGvHD), regardless of ALC counts, a phenom-
enon also reported by Masouridi-Levrat and colleagues [13].
In light of these latter findings, we postulated that once TTV
DNA levels reach the plateau phase, concurrently with full
lymphocyte repopulation, at late times after allo-HSCT, it
may actually behave as a biomarker of immunosuppression
[14, 15], an assumption with which other authors did concur
[17]. The data presented herein seemed to support this idea.

In our setting the dynamics of TTV DNA load over the
first 8 months after transplantation followed a previously rec-
ognized pattern [17]; increasing TTV DNA levels were seen
from around the time of engraftment peaking by day + 90;
then relatively stable levels until day +210 were observed,
time at which they dropped slightly, but remained above
those measured prior to conditioning. The scarce number
of cases in this series precluded any meaningful subgroup
analysis evaluating the impact of the type of malignancy
or the conditioning regimen on TTV DNA load kinetics as
performed in another study [17].
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Table 2 Clinical characteristics of patients who underwent corticosteroid treatment and did not relapse or die within the study period

Patient Corticosteroid use (prednisone) aGvHD (day of diagnosis ~ ¢GvHD (day of
— - - after allo-HSCT) diagnosis after allo-

Day of initiation after ~ Day of cessation after ~Cumulative dose through HSCT)
allo-HSCT allo-HSCT day 210 (mg)

1 116 >365 5240 116 -

2 120 >365 3735 - 107

3 97 202 4980 94 265

5 49 104 2940 49 172

6 97 173 3115 - 97

8 24 103 1085 24 -

10 204 266 360 - 170

11 46 213 4470 46 -

12 42 >365 3361 42 -

14 192 >365 1080 - 150

15 154 240 1505 - 154

16 28 93 2090 23 -

17 45 195 3265 26 45

18 120 >365 3775 - 120

19 133 248 1050 - 96

aGvHD acute graft-versus-host disease, cGvHD chronic graft-versus-host disease, allo-HSCT allogeneic hematopoietic stem cell transplantation

o 15 - P=0.025 |
g E
8 x .

" 0
<3 10 A ]
< o g
Z 5 —_— b
o ., o P S
> e T
F S 5 - e
c O
E o
s g
[« H——— 0

Yes No

Corticosteroids treatment

Fig.3 Area under the curve (AUC) for log;, TTV DNA loads quanti-
fied between days +90 and +210 in patients either undergoing or not
corticosteroid therapy for graft-versus-host disease. Comparative P
value is shown

Two observations supported the idea of TTV DNA
load may behave as a marker of immunosuppression after
day + 100 after allo-HSCT. First, TTV DNA loads meas-
ured within days + 120 and +210 correlated inversely with
paired ALC. In a recent study [17], an inverse correlation
was observed between these two parameters; in such analy-
sis, nevertheless, all measured values over the entire follow-
up period were taken into consideration, and thus no sepa-
rate subanalyses for early and late times after allo-HSCT
were performed. Second, the use of corticosteroids, known
to impair immune functionality, had a profound impact on

TTV DNA dynamics; in fact, median TTV DNA AUCy, ,;,
was significantly higher in patients treated with prednisone
for GVHD (acute, chronic or both) than in controls and a
trend towards a correlation between this TTV DNA kinetics
parameter and the cumulative dose of corticosteroids used
was seen. Of interest, the type of immunosuppressive regi-
men used to prevent the occurrence of GVHD did not differ
between patients undergoing corticosteroid treatment and
those not doing so. In line with our observations, Wohlfarth
and colleagues [17] reported that patients with acute GvHD
requiring systemic corticosteroids at high doses showed a
trend towards higher TTV DNA levels at 4-5 months after
transplantation.

The inverse correlation between TTV DNA loads and
paired ALC measured between days + 120 and +210 can
be explained, at least in part, by the effect of corticosteroids
on lymphocyte redistribution (resulting in lymphopenia)
and functionality [18], as T-cell immunity is likely to play
a major role on the control of TTV replication. This finding
also favors the idea that T lymphocytes are not the only cell
target for TTV replication [2]. In support of this assump-
tion, we previously reported that, overall, TTV DNA loads
were significantly higher in saliva than in plasma specimens
and that they correlated to a lesser extent with ALC than
TTV DNA loads quantitated in plasma following engraft-
ment [19].

The current study was an exploratory one that was simply
aimed at characterizing the kinetics profile of TTV DNA
load at late times after allo-HSCT, and in this sense was
not undertaken to assess the potential clinical value of TTV
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DNA load as a biomarker for predicting post-transplant
immune-related complications. Prospective studies are best
suited to this purpose and are underway. In addition to its
retrospective and unicentric design, main limitations of this
study are the limited size of the cohort, which undermined
the robustness of statistical analyses, and the impossibility
of having all time point specimens from all patients for TTV
DNA quantitation, although the actual number of missing
specimens represented less than 10% of those planned to
subject to analysis.

In sum, our data suggest that TTV DNA loads measured
at late times after allo-HSCT may reflect the net state of
immunosuppression of patients. Nevertheless, further lon-
gitudinal and prospective studies to validate this hypothesis
are warranted. Whether TTV DNA load measurements at
late times after allo-HSCT may be helpful to predict the
occurrence of certain clinical events such as CMV DNAe-
mia recurrences, late CMV disease or post-transplant lym-
phoproliferative disease, which frequently occur after day
100, remains to be investigated.
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