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RESUMO

Objetivos: A infec¢io por citomegalovirus (CMV') é uma complicagio significativa em receptores de transplante de pulmao. Embora
a reacio em cadeia da polimerase quantitativa (JPCR) seja recomendada internacionalmente para o monitoramento do CMV, a
antigenemia pp65 permanece amplamente utilizada no Brasil devido a restri¢des econdmicas e estruturais no sistema publico de
saude. Estabelecer um ponto de corte (cuzoff) de qPCR validado localmente e alinhado com a pritica institucional atual é essencial
para apoiar uma transi¢io segura e sustentdvel para o diagnéstico molecular neste cendrio. Métodos: Este estudo retrospectivo
incluiu 80 receptores adultos de transplante de pulmio na Santa Casa de Porto Alegre, um importante centro de transplantes
no sul do Brasil, de abril a dezembro de 2023. Todos os pacientes foram submetidos tanto 2 antigenemia pp65 quanto ao teste
de qPCR. A anilise da curva ROC (receiver operating characteristic) foi realizada utilizando a antigenemia (> 3 células/100.000
granulécitos) como método de referéncia para determinar o ponto de corte ideal da gPCR. Resultados: A andlise ROC identificou
um ponto de corte ideal de gPCR de 3,75 log Ul/mL (= 3.162 UI/mL), com uma drea sob a curva de 0,91, sensibilidade de 100%
e especificidade de 82,6%. O limiar proposto demonstrou excelente desempenho discriminatério para a detecgio de CMV nesta
populagio. Conclusio: O ponto de corte definido localmente de 3,75 log Ul/mL fornece uma referéncia objetiva para interpretar
os resultados de qPCR em programas brasileiros de transplante de pulmfo onde a antigenemia permanece em uso rotineiro. Esses
achados oferecem evidéncias priticas do mundo real para orientar as estratégias institucionais de vigilincia do CMV e apoiar a
integra¢do gradual e economicamente sustentdvel do monitoramento molecular no contexto de paises em desenvolvimento.

Descritores: Citomegalovirus; Transplante de Pulméo; PCR Quantitativo; Antigenemia; Brasil.
Cytomegalovirus Diagnosis in Lung Transplantation: Validation of

a gPCR Cutoff in a Reference Transplant Center in Brazil
ABSTRACT

Objectives: Cytomegalovirus (CMV) infection is a significant complication in lung transplant recipients. Although quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) is internationally recommended for CMV monitoring, pp65 antigenemia remains widely used
in Brazil due to economic and structural constraints within the public healthcare system. Establishing a locally validated qPCR
cutoft aligned with current institutional practice is essential to support a safe and sustainable transition to molecular diagnostics
in this setting. Methods: This retrospective study included 80 adult lung transplant recipients at Santa Casa de Porto Alegre,
a major transplant center in southern Brazil, from April to December 2023. All patients underwent both pp65 antigenemia
and qPCR testing. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was performed using antigenemia (> 3 cells/100,000
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granulocytes) as the reference method to determine the optimal gPCR cutoff for positivity. Results: ROC analysis identified
an optimal qPCR cutoff of 3.75 log IU/mL (= 3,162 IU/mL), with an area under the curve of 0.91, 100% sensitivity,
and 82.6% specificity. The proposed threshold demonstrated excellent discriminatory performance for CMV detection in
this population. Conclusion: The locally defined cutoff of 3.75 log IU/mL provides an objective reference for interpreting
qPCR results in Brazilian lung transplant programs where antigenemia remains in use in many centers. These findings offer
practical, real-world evidence to guide institutional CMV surveillance strategies and support the gradual and economically
sustainable integration of molecular monitoring in low- and middle-income countries.

Descriptors: Cytomegalovirus; Lung Transplantation; Quantitative PCR; Antigenemia; Brazil.

INTRODUCAO

A infec¢do por citomegalovirus (CMV) é uma complicagio significativa em pacientes imunocomprometidos, especialmente em
receptores de transplante de pulméo."* O diagnéstico precoce e preciso é crucial para uma intervengdo oportuna.’ Historicamente,
a antigenemia pp65 tem sido o padrao diagnostico, detectando antigenos CMV em leucdcitos sanguineos.* No entanto, esse método
esta sendo substituido pela reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), que oferece maior sensibilidade e resultados mais
rapidos.’ Apesar de ser o padrio internacional, aadogao generalizada da qPCR ainda ¢ limitada em muitos paises em desenvolvimento
devido a restrigoes financeiras e infraestruturais. Como resultado, a antigenemia pp65 continua em uso rotineiro no Brasil e em
outros contextos com recursos limitados, ndo devido a superior precisdo diagndstica, mas devido aos custos de implementagio
mais baixos, infraestrutura laboratorial existente e limitagcdes de reembolso dentro do sistema publico de satide. Nesse contexto,
a antigenemia representa uma estratégia pragmatica e estruturalmente enraizada em programas de transplante que operam sob
restrigdes financeiras. Portanto, estabelecer evidéncias locais para definir valores de corte confidveis para qPCR torna-se essencial para

orientar a tomada de decisdes clinicas e apoiar uma transi¢do gradual e economicamente sustentavel para o diagnostico molecular.

METODOS

Este estudo retrospectivo foi realizado na Santa Casa de Porto Alegre, um dos principais centros de transplantes do sul
do Brasil. Receptores adultos de transplante pulmonar (> 18 anos) que passaram por testes de antigenemia CMV durante o
periodo do estudo foram incluidos consecutivamente, especialmente aqueles nos primeiros seis meses apds o transplante ou que
necessitaram de imunossupressdo intensificada. O tempo mediano entre o transplante e a primeira suspeita de infec¢éo foi de 45
dias (intervalo interquartil: 30-60 dias), refletindo o periodo critico de risco. A infec¢do por CMV foi definida como antigenemia
> 3 células/100.000 granuldcitos, enquanto a doenga por CMV exigiu replicagdo viral e sintomas. A antigenemia foi o teste
diagndstico padréo para infec¢do por CMV no centro. Para determinar o ponto de corte da qPCR, todos os pacientes incluidos

passaram por antigenemia pp65 e qPCR durante o periodo do estudo.
Procedimentos

Dados clinicos e laboratoriais foram coletados retrospectivamente de prontudrios eletronicos e bancos de dados institucionais
de laboratorios. As varidveis incluiram idade, sexo, tipo de transplante, episddios de rejeigdo aguda, sorostatus doador-receptor
do CMYV, uso de terapia antiviral e sobrevivéncia em 90 dias.

A antigenemia pp65 foi realizada usando imunofluorescéncia indireta (CMV Brite Turbo Kit, IQ Products), com um ponto de
corte institucional pré-definido de > 3 células por 100.000 granuldcitos considerados positivos. Esse limiar representa a referéncia
padrdo para iniciar o manejo clinico no centro de transplantes, local do estudo.

O teste qPCR foi realizado em amostras de sangue total usando controles recomendados pela Organiza¢io Mundial da Satide (OMS),
reagentes xPrimer/probe CMV (ThermoFisher Scientific) e TagManTM Comprehensive Microbiota Control (Applied Biosystems). A
amplificagao foi realizada em um termociclador PCR em tempo real, e os resultados foram validados de acordo com valores de limiar de
ciclo e curvas padrao de amplificagdo. Os valores da carga viral foram inicialmente expressos em copias/mL e convertidos para IU/mL
usando um fator de corregdo de 1,69 derivado de comparagdes com o Padrao Internacional da OMS para CMV.

A vigilancia do CMV seguiu praticas institucionais adaptadas as realidades logisticas de um centro publico brasileiro de
transplantes que atende pacientes de multiplas regides do pais. A prevencdo do CMV baseou-se predominantemente em uma
estratégia estratificada pelo risco. Profilaxia universal por pelo menos 6 meses foi aplicada a pacientes com desajuste sorologico
doador-receptor (D+/R-). Para receptores soropositivos (R+), foi adotada uma estratégia preemptiva, e o monitoramento
laboratorial do CMV foi tipicamente realizado semanalmente durante o primeiro més pds-transplante, quinzenal até 4 meses,
bimestral até 1 ano e trimestralmente durante o segundo ano. A terapia antiviral foi iniciada apos a deteccdo de replicagao

viral significativa segundo critérios institucionais (antigenemia > 3 células por 100.000 granuldcitos) ou na presenga de doenga
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sintomatica. O ganciclovir intravenoso foi administrado conforme a pratica institucional, com dosagem ajustada para fungao
renal e resposta clinica. Em pacientes tratados com uma estratégia preventiva que exigiu imunossupressdo aumentada, como a
pulsoterapia com corticosteroides, ganciclovir foi administrado por 8 semanas. Broncoscopia de vigilancia de rotina ndo é realizada
sistematicamente em nosso centro. Em casos de suspeita invasiva de tecidos, sdo realizadas avaliagoes imunohistoquimicas e
histoldgicas a partir de bidpsia transbronquica.

Regimes imunossupressores de manutencdo refletiram protocolos institucionais e nacionais, bem como a disponibilidade
de medicamentos durante o periodo do estudo. Embora os regimes baseados em tacrolimus sejam frequentemente preferidos
internacionalmente devido a menor incidéncia de rejei¢ao celular aguda e sindrome da bronquiolite obliterante (SBO), ciclosporina
e azatioprina sdo os principais medicamentos fornecidos pelo sistema de satde publica brasileiro. Portanto, inicialmente foi
preferido um regime baseado em ciclosporina em nosso centro. No entanto, o tacrolimus foi priorizado para pacientes com maior
risco imunoldgico (por exemplo, anticorpos especificos do doador) ou para aqueles que desenvolveram rejei¢do aguda recorrente
ou sinais precoces de SBO. Quanto ao monitoramento terapéutico, durante os primeiros 6 meses ap6s o transplante, os niveis de
ciclosporina CO foram mantidos entre 250-350 ng/mL, com ajustes de dose individualizados conforme o status clinico.

Apesar das barreiras geograficas e socioeconoémicas, o monitoramento laboratorial do CMYV foi consistentemente integrado ao

cuidado rotineiro pds-transplante.
Analise estatistica

Varidveis qualitativas foram analisadas usando o qui-quadrado ou teste exato de Fisher, enquanto varidveis quantitativas foram
comparadas usando o teste ¢ de Student ou o teste Mann-Whitney U, conforme apropriado. A regressdo logistica foi usada para
avaliar associagdes entre varidveis e complicagdes. A comparagdo entre qPCR e antigenemia foi realizada usando uma curva de
caracteristicas operacionais do receptor (ROC), considerando a antigenemia > 3 células/100.000 granul6citos como positiva. A
antigenemia foi considerada o método de referéncia segundo a pratica institucional durante o periodo do estudo. As analises

foram realizadas usando o software SPSS versao 22.0.
Aprovacgao ética e consentimento para participar
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de Porto Alegre (protocolo n° 6.780.371), tendo sido

dispensada a obteng¢do do consentimento informado devido & natureza retrospectiva do estudo, e os dados dos pacientes foram

mantidos em anonimato em todos os momentos para garantir a confidencialidade.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, 80 receptores de transplante pulmonar foram analisados. As caracteristicas demograficas e
clinicas de base sdo resumidas na Tabela 1. A maioria dos pacientes era do sexo masculino (60%), com idade média de 49,0 + 16,9
anos. O transplante bilateral foi realizado em 73,7% dos casos. Rejei¢do aguda ocorreu em 35 pacientes (45%), enquanto nenhum

caso de rejeigdo crdnica foi registrado.

Tabela 1. Caracteristicas basais dos receptores de transplante pulmonar (n =80).

Caracteristicas
Idade, anos (média + DP) 49,0 + 16,9
Sexo masculino, n (%) 48 (60,0)
Caracteristicas do transplante
Transplante de pulmao bilateral, n (%) 59 (73,7)
Rejeigdo aguda, n (%) 35 (45,0)
Rejeicdo cronica, n (%) 0 (0,0)
CMV serostatus (doador/receptor), n (%)
D+/R+ 37 (46,3)
D-/R+ 34 (42,5)
D-/R- 7 (8,8)
D+/R- 2(2,5)
Doengas subjacentes, n (%)
Fibrose pulmonar 28 (35,0)
DPOC 25(31,3)
Fibrose cistica 15 (18,8)
Linfangioleiomiomatose 4 (5,0)
Bronquiectasia 4 (5,0)

Continua...
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Tabela 1. Continuagio.

Caracteristicas

Doengas subjacentes, n (%)

Pneumonite por hipersensibilidade 2(2,5)
Doenga pulmonar intersticial infantil 1(1,3)
Bronquiolite obliterativa 1(1,3)
Regimes imunossupressores, n (%)
Ciclosporina + prednisona + azatioprina 64 (80,0)
Tacrolimus + prednisona + azatioprina 7 (8,8)
Tacrolimus + prednisona + micofenolato 5(6,3)
Ciclosporina + prednisona + micofenolato 4 (5,0)

Fonte: Elaborada pelos autores. COPD = doenga pulmonar obstrutiva cronica; D = doador;

R = receptor; DP = desvio-padrio.

A sorologia pré-transplante mostrou que 90% dos doadores eram positivos para CMV IgG. Quanto ao uso de ganciclovir, 80%
dos pacientes estavam sob terapia preventiva, 3,7% receberam para infec¢ao diagnosticada por CMV e 15% estavam sob vigilancia
sem terapia antiviral. A taxa de sobrevivéncia em 90 dias foi de 97,5%.

O desempenho diagnostico da qQPCR em comparagao com antigenemia é apresentado na Tabela 2. A andlise da curva ROC
(Fig. 1) identificou um ponto de corte 6timo de qPCR de 3,75 log IU/mL (= 3.162 IU/mL ou 5.344,25 copias/mL) com 100% de
sensibilidade e 82,6% de especificidade (4rea sob a curva [AUC] = 0,91).

Tabela 2. Desempenho diagndstico da qPCR para detec¢do de CMV usando a
antigenemia pp65 como referéncia (corte: 3,75 log IU/mL).

Parametro Valor (%)
Sensibilidade 100,00
Especificidade 82,60
Valor preditivo positivo 47,80
Valor preditivo negativo 100,00
AUC 0,91

Fonte: Elaborada pelos autores. A antigenemia pp65 (>3 células/100.000 granulécitos) foi

considerada o método de referéncia.

Curva ROC

L2 e L =
= [o)} o [=}
1 1 1 1
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(=}
o

— AUC=091

2
=}
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Taxa de Falsos Positivos (Especificidade)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 1. Curva ROC de qPCR para a detecgdo de CMV em receptores de transplante
pulmonar usando antigenemia pp65 como método de referéncia (AUC = 0,91).
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DISCUSSAO

Este estudo contribui para o crescente corpo de evidéncias que apoia a qPCR como uma ferramenta diagnéstica valiosa para
infeccao por CMV em receptores de transplante, especialmente em transplante pulmonar.>* Em nossa coorte, a gPCR demonstrou
excelente desempenho discriminatdrio para a detec¢io do CMV, com uma area sob a curva ROC (AUC) de 0,91 e um corte 6timo
de 3,75 log UI/mL. Esses achados apoiam a alta sensibilidade analitica da QPCR para detectar DNA viral circulante e refor¢am seu
papel nas estratégias de vigilancia do CMV.

Embora a antigenemia pp65 tenha sido historicamente amplamente utilizada para monitoramento do CMV, limita¢oes metodoldgicas
importantes devem ser consideradas. A antigenemia depende da detecgdo de proteinas virais dentro dos leucécitos circulantes,
ligando inerentemente seu desempenho diagnéstico & contagem periférica de leucdcitos sanguineos. Em pacientes com leucopenia ou
neutropenia, condi¢des comuns entre receptores de transplante pulmonar que recebem terapia imunossupressora ou antiviral intensiva,
a sensibilidade & antigenemia pode ser reduzida.*” Em contraste, ensaios moleculares como a qPCR quantificam o DNA viral circulante
e sdo menos dependentes da contagem de leucécitos, proporcionando desempenho mais consistente em pacientes citopénicos.’

Além disso, a antigenemia pode ter sensibilidade reduzida em casos de doenga CMV invasiva em tecidos, especialmente
envolvimento gastrointestinal, onde a replicagdo viral pode permanecer predominantemente localizada com disseminagao
periférica limitada.”® Nesses cendrios, testes baseados em sangue podem subestimar a extensido do envolvimento dos 6rgéaos, e o
diagnostico frequentemente requer confirmagéo histopatoldgica. Essas consideragdes bioldgicas e técnicas reforcam ainda mais a
crescente preferéncia pelo monitoramento molecular em populagées transplantadas.

Apesar dessas limitagdes, a antigenemia continua em uso em varios ambientes de baixa e média renda devido aos custos diretos mais
baixos e a familiaridade estabelecida com laboratdrios. Nesse contexto, nossas descobertas sdo particularmente relevantes. Ao estabelecer
um corte de gPCR validado localmente, alinhado com a padronizagdo internacional em IU/mL, este estudo fornece dados objetivos
que podem informar protocolos institucionais de monitoramento do CMV em centros de transplante brasileiros, bem como em outros
paises de baixa e média renda.° Em vez de propor uma transi¢do metodoldgica abrupta, nossos resultados apoiam a integragio gradual
de estratégias padronizadas de monitoramento molecular em contextos onde a antigenemia continua a ser empregada.

Em conjunto, nossos dados demonstram a aplicabilidade pratica da qPCR em um programa publico real de transplante e
contribuem com evidéncias de origem local para um campo amplamente informado por estudos de paises de alta renda.
Esses achados podem ajudar os centros de transplante a otimizar estratégias de vigilaincia do CMV de acordo com os recursos
disponiveis, mantendo alinhamento com as recomendagdes internacionais.

Este estudo tem limitagbes que devem ser consideradas. Foi realizado em um tunico centro com tamanho de amostra
relativamente limitado, o que pode restringir a generalizagao do corte proposto para outras populagdes transplantadas. Além
disso, a andlise focou no desempenho diagndstico laboratorial e ndo avaliou desfechos clinicos como gravidade da doenga por
CMYV ou sobrevivéncia do enxerto. Por fim, a auséncia de correlagdo histopatoldgica sistematica limita a avaliagdo abrangente da

possivel discordancia entre ensaios sanguineos e doengas invasivas de tecidos.

CONCLUSAO

Este estudo demonstra que a qPCR apresenta excelente desempenho discriminatério para a detecgdo de CMV em receptores
de transplante pulmonar, com um corte 6timo de 3,75 log IU/mL. Embora o monitoramento molecular seja internacionalmente
estabelecido, a antigenemia pp65 continua sendo amplamente utilizada no Brasil devido a restriges econdmicas e estruturais
dentro do sistema publico de satde. Nesse contexto, o corte validado localmente fornece evidéncias praticas e reais para apoiar
uma transi¢do gradual e economicamente sustentavel da antigenemia para o diagnéstico molecular padronizado em centros de
transplante brasileiros. Em vez de propor uma substituigao abrupta, nossos achados contribuem com dados objetivos para orientar
os protocolos institucionais em sistemas de saide de renda média, onde a modernizagio deve estar alinhada com a viabilidade
financeira. Estudos adicionais avaliando desfechos clinicos e custo-efetividade sdo necessdrios para otimizar as estratégias de

vigilancia do CMV no Brasil e em contextos comparaveis.
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