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Efectividad en el uso de un frasco con mecanismo de
filtracion en la contaminacion microbioldgica del suero
autdlogo para uso ocular

Resumen

Antecedentes: El suero autdlogo para uso oftalmico constituye
una opcidn terapéutica con diversas ventajas ya que sus
componentes son similares a los de la lagrima natural; esto le
confiere propiedades antiinflamatorias, epiteliotroficas vy
neurotréficas, con beneficios importantes en diversas patologias
que afectan la superficie ocular. Sin embargo, tiene un tiempo
de vida dutil relativamente corto y requiere un protocolo de
preparacion estandarizado, que se apegue a los lineamientos
legales para la disposicion de productos derivados de la sangre,
y que sea seguro. Objetivo: evaluar de forma comparativa el
grado de contaminacién microbioldgica en la preparacién del
suero autélogo al 20%, utilizando el frasco gotero dispensador
estandar y un frasco con mecanismo adaptado de filtracidn.
Metodologia: Estudio prospectivo, comparativo y aleatorizado

para evaluar la seguridad en la preparacién del uso del suero



autdlogo oftalmico en frasco gotero convencional de polietileno
en comparacién con frasco gotero con mecanismo adaptado de
filtracion. Se incluiran 30 pacientes con indicacién terapéutica
de suero autélogo. La preparacion del suero autélogo se realizd
en el banco de sangre del Instituto Nacional de Rehabilitaciéon
Luis Guillermo lbarra lbarra (INR LGIl) de acuerdo con un
protocolo internacional estandarizado; los contenedores, asi
como el suero autdlogo, se evaluaron en el laboratorio de
microbiologia. Resultados: en la Fase 1 se prepararon vy
analizaron 33 lotes de 4 frascos cada uno para un total de 132
frascos de suero autdlogo al 20%. En la Fase 1 se encontrd un
porcentaje promedio de contaminacidon de 31% para frascos
convencionales vs 54.5% para frascos con mecanismo de filtro.
Enla Fase 2 se prepararon y analizaron 20 lotas de 4 frascos cada
uno, para un total de 80 frascos de suero autélogo al 20%. En el
analisis microbioldgico por puncion y extraccidén directa del
contenido de los frascos se encontré un porcentaje de
contaminaciéon de 15% en frascos convencionales y 0% en
frascos con mecanismo de filtro. Ningun frasco resulté
contaminado en el analisis microbioldgico realizado el mismo dia

de la preparacién. Conclusiones: el uso de frasco con mecanismo



adaptado de filtracién no ofrece ventajas sobre el frasco
convencional para uso de suero autélogo con fines oftalmicos. El
método de preparacion usado en el INR LGII es seguro y eficaz,
y es una alternativa viable para instalaciones sanitarias con

recursos limitados y paises en vias de desarrollo.



Marco Tedrico

La lagrima cumple funciones esenciales en el mantenimiento de
la homeostasis de la superficie ocular. Estas consisten en
funciones dpticas, al permitir la refraccién de la luz; funciones
fisicas, al mantener una mecdnica eficiente respecto a la friccion
originada por el parpadeo; y funciones bioldgicas, al promover
la regeneracion del epitelio corneal y conjuntival, nutrir estos
tejidos, y otorgarles capacidad de defensa inmunoldgica®?.
Cualquier desequilibrio en la homeostasis de la pelicula lagrimal
puede provocar alteracién en estas funciones. Existen diversas
enfermedades de la superficie ocular que causan un
desequilibrio crénico en la pelicula lagrimal con consecuencias
que varian de acuerdo con la gravedad del padecimiento. La mas
comun es la enfermedad de ojo seco que afecta hasta el 30% de
la poblacién y se clasifica en acuodeficiente, evaporativo o
mixto3. Dentro del subtipo acuodeficiente, es decir; causada por
una diminucion en la produccion de lagrima, se encuentra el
sindrome de Sjogren primario o secundario, y los procesos que
producen cicatrizacion de la conjuntiva (penfigoide de

membranas mucosas, sindrome de Stevens Johnson, lesiones



guimicas de la superficie ocular, entre otras). Otras alteraciones
como la queratopatia neurotroéfica, la cual suele ser secundaria
a enfermedades muy comunes como la diabetes mellitus*>,
infecciones virales* o como secuela de procedimientos
quirdrgicos oculares o neuroldgicos*®; provocan disminucion en
la sensibilidad corneal y alteracion en el arco reflejo que
estimula la produccidn de lagrima. Esto puede provocar defectos
persistentes en el epitelio corneal con riesgo de evolucionar a
infeccion o perforacion corneal*’. Estas enfermedades
requieren un seguimiento estrecho, tratamiento farmacolégico
cronico mediante sucedaneos de la lagrima artificial e incluso
intervenciones quirdrgicas, en situaciones que ponen en riesgo

la funcidn o integridad del globo ocular.

Uno de los pilares mas importantes para el tratamiento de las
enfermedades de la superficie ocular se basa en el uso de
sustancias imitadoras de la lagrima natural con el fin de restituir
o promover sus funciones. Esto ha llevado al desarrollo de una
amplia gama de sustitutos de lagrima artificial que, si bien
cumplen de manera aceptable con el restablecimiento de las

caracteristicas fisicas de la pelicula lagrimal, carecen de factores



biolégicos que restituyan las funciones de esa naturaleza.
Ademas, la mayoria de este tipo de productos utilizan
conservadores con el fin de evitar su contaminacion lo que
puede producir efectos tdxicos y reacciones de
hipersensibilidad®®. Debido a esto, en los Ultimos afios se ha
puesto especial atencion en el uso de sustitutos bioldgicos de la
ldagrima, como es el caso del suero autélogo de sangre periférica,
ya que su composicidon es muy similar al de la lagrima natural.
Diversos componentes presentes en el suero autélogo le
confieren efectos antiinflamatorios, epiteliotréficos vy
neurotréficos®*?, tales como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante B (TGF-
B), factor de crecimiento nervioso (NGF); proteinas como
albdmina, lactoferrina, lisozima e inmunoglobulinas; asi como
vitaminas A y C1315, Este potencial ha sido puesto a prueba de
forma objetiva en diferentes padecimientos de la superficie
ocular, con particular interés en aquellos de dificil control y
mayor gravedad, logrando mejoria importante en signos vy
sintomas en enfermedades como sindrome de ojo seco grave,

sindrome de Sjogren primario y secundario, secuelas de



superficie ocular por lesién quimica, queratopatia neurotrdéfica y

erosiones corneales recurrentes!®13:16-20,

Aunque el tratamiento con suero autdlogo suele ser bien
tolerado por los pacientes, se han reportado posibles efectos
adversos. De acuerdo con una revisidn sistematica?! que incluyé
15 estudios diferentes, con una muestra conjunta de 203
pacientes, se reportaron efectos adversos en 27 pacientes
(13.3%). De los cuales, 3 (1.5%) presentaron un proceso
infeccioso; queratitis por cdndida spp. en 1 caso y dos casos de
queratitis por estafilococo coagulasa-negativo. Sin embargo, es
importante aclarar que estas asociaciones estan sujetas a sesgo
de confusién, al tratarse de pacientes con multiples
tratamientos oftalmicos y que incluyen patologias de la
superficie ocular con diversos niveles de gravedad. También,
algunos autores sugieren que no se ha encontrado una tasa
significativa de infecciones oculares asociadas al uso de suero
autdlogo, posiblemente por las propiedades antimicrobianas
intrinsecas a este, ya que contiene inmunoglobulinas, lisozimas

y lactoferrinas?22,



En relacidn con la posibilidad de causar un proceso infeccioso se
debe enfatizar que, al tratarse de una sustancia rica en
proteinas, el suero de sangre periférica puede ser facilmente
colonizado por microorganismos. Esta contaminacién puede
ocurrir durante el proceso de elaboracién, almacenamiento y
dispensacion del suero autélogo. Por ello es indispensable
adherirse a un protocolo estricto de elaboracidn,
almacenamiento, asi como de educacién del paciente para un
uso seguro y adecuado. En los estudios que se han publicado
sobre la contaminacién del suero autdlogo, el patégeno que se
ha aislado con mayor frecuencia ha sido Staphylococcus
epidermidis, seguido de otros microorganismos como
Micrococcus spp, Staphylococcus aureus y Corinebacterium
diphtheria en casos de uso intrahospitalario®?3, En casos de uso
domiciliario del suero autélogo, se ha reportado una tasa de
contaminacién hasta del 54.5% posterior a 30 dias de
tratamiento, con microorganismos como Streptococcus viridans
y Klebsiella pneumoniae*®. Y tras una semana de uso
domiciliario, se ha reportado una tasa de contaminacion del
28.9% con microorganismos como Staphylococcus coagulasa

negativo Pseudomonas spp., Streptococcus pyogenes y Candida



parapsilosis®. La tasa de colonizacidn el dia de la elaboracion es
practicamente nula?%2>2%, pero con el paso de los dias el suero
autdlogo se contamina. La contaminacion suele suceder con
mayor frecuencia debido a la manipulacidon del frasco y el
contacto del gotero con microorganismos que son parte de la
flora saprofita de la piel palpebral y de la superficie ocular. Sin
embargo, también puede deberse a un uso inadecuado y poco

higiénico por parte del usuario en su domicilio.

En ese sentido, cobra relevancia el trabajo publicado por Lopez-
Garcia y colaboradores?® donde se compard el uso de frasco
gotero convencional contra frasco gotero con mecanismo
adaptado de filtracion denominado Abak® (Thea, Clermont-
Ferrand, Francia) que consta basicamente de una membrana de
polietersulfona hidrofilica e hidrofébica con microporos de 0.2
um, lo cual le otorga propiedades antimicrobianas al no permitir
el paso de bacterias, pues su tamafo suele ser mayor de 1 um
de didmetro en la mayoria de las especies?’. Con el uso de estos
frascos se logré una menor tasa de contaminacién del sueroy un

incremento en el periodo de permanecer libre de contaminacion



a 30 dias. Esto resulta de especial interés pues se traduce en una
disminucion de la tasa de complicaciones, lo que minimiza los

riesgos y aumenta la comodidad del paciente.

10



Planteamiento del problema:
El uso de suero autdlogo constituye una importante

intervencion terapéutica en pacientes con enfermedades de la
superficie ocular que no responden a tratamiento convencional.
Sin embargo, es importante buscar alternativas para evitar la
contaminacion microbioldgica de este producto, debido a que
no se utilizan conservadores en su preparacion. La posibilidad de
utilizar un frasco gotero con sistema de filtracion puede ser una
alternativa factible, si se demuestra que con su uso el suero
autdlogo tiene una vida util significativamente mas prolongada.
Como institucion de tercer nivel de atencién a la salud, debemos
contar con la capacidad de resolucién de patologias complejas,
lo que implica garantizar a nuestros pacientes el acceso a
tratamientos especiales y de calidad, siempre que contemos con
la capacidad material y humana para la tarea, lo cual es plausible

en nuestra institucion.

11



Pregunta de investigacion:

¢El uso de frasco gotero con mecanismo adaptado de filtracién
previene de forma significativa la contaminacidon del suero
autélogo en comparacién con el uso del frasco gotero

convencional bajo condiciones de uso domiciliario?

12



Antecedentes:
Desde la descripcion del uso de suero autélogo en pacientes con

sindrome de Sjoégren, realizada por Fox*® en 1984, se han
realizado diversos estudios que han demostrado las propiedades
antiinflamatorias, epiteliotréficas y neurotroficas de este
tratamiento®112:303435 |35 cuales han sido aprovechadas para
lograr intervenciones eficaces en diferentes padecimientos de la
superficie ocular sobre todo en aquellas de mayor gravedad y
resistencia a tratamiento convencional. Por ejemplo, Fox vy
colaboradores en 1984 fueron los primeros en demostrar los
beneficios de este tratamiento en pacientes con sindrome de
Sjogren primario y secundario, donde observaron una mejoria
tanto en signos como en sintomas en la totalidad de los
pacientes evaluados®3. Tsubota y colaboradores3® en 1996
evaluaron los beneficios en pacientes con enfermedades que
causan cicatrizacion en la conjuntiva y en las glandulas
productoras de lagrima. Utilizaron el suero autélogo de forma
periddica y constante, tras realizar intervenciones quirurgicas
para reconstruir la superficie ocular, y observaron una mejor

evolucidn posquirdrgica en 12 de 14 ojos. También se han

13



demostrado los efectos benéficos del suero autdlogo en
pacientes con queratopatia neurotréfical®?°, Se ha reportado
una resolucién completa de los defectos epiteliales persistentes
tipicos de esta patologia e incluso una mejoria en la sensibilidad
corneal. Ziakas y colaboradores!® reportaron en una serie de
casos, remisién en los defectos epiteliales persistentes en el
100% de los casos (n=33), secundarios a trauma corneal,

distrofia de la membrana basal epitelial y de origen idiopatico.

Protocolo para preparacion del Suero Autélogo

Hasta la fecha el protocolo universal para la preparacion del
suero autologo para uso oftalmico coincide con el proceso
descrito por Geerling y colaboradores?® en la Universidad de
Lubeck, Alemania quienes describieron un proceso
estandarizado de elaboracién en el que se ha hecho especial
énfasis en el tiempo de coagulacién de la sangre periférica, asi
como en el tiempo y fuerza g de centrifugacidn para obtener una
cantidad 6ptima de factores bioldgicos acorde con el propdsito
terapéutico. Tsubota y colaboradores!?® reportaron los criterios
de almacenamiento y preservacion para los frascos obtenidos,

informacion corroborada posteriormente por otros autores?*2°-

14



31, Se ha determinado que los frascos pueden mantenerse
almacenados por hasta 6 meses a una temperatura de -20°C y
una vez descongelado, el frasco en cuestiéon puede mantenerse
a una temperatura de +4°C, es decir; en refrigeracidn por hasta
30 dias sin presentar cambios significativos en los componentes

bioldgicos del suero.

Dentro de las limitantes en el uso de suero autélogo se
encuentran la falta de estandarizacion sobre el periodo de vida
util para el uso terapéutico y seguro de los frascos obtenidos. En
los uUltimos afios se ha realizado un esfuerzo importante para
definir los factores esenciales a tomar en cuenta, con especial
énfasis en el uso de una campana de flujo laminar o de filtros
con poros de 0.22um durante la elaboracién del suero autdlogo,
asi como para definir la temperatura para almacenamiento y la
preservacion bajo condiciones hospitalarias de forma
segural132>2837  Sin embargo, la preservacion del suero
autdlogo bajo condiciones de manejo y almacenamiento en el
hogar de los usuarios aun es un tema con dareas de oportunidad

para mejorar. La posibilidad de encontrar un mecanismo que

15



permita mantener la esterilidad del producto nos permitira

ofrecer un tratamiento mas seguro.

16



Justificacion
Actualmente el uso de suero autdlogo oftdlmico se encuentra

contemplado como una opcidén terapéutica avalada por
sociedades oftalmolégicas internacionales altamente
reconocidas como la Academia Americana de Oftalmologia, el
Workshop para Enfermedad de Ojo Seco y la Sociedad de la
Pelicula Lagrimal y la Superficie Ocular (TFOS-DEWS -por sus
siglas en inglés-)38. De acuerdo con su Ultimo reporte publicado
en 2017, asi como con multiples reportes en la literatura médica
internacional, podemos afirmar que se trata de un tratamiento
seguro y eficaz en el manejo de enfermedades de la superficie
ocular clasificadas con dafio moderado a severo.

Es indispensable que instituciones de salud de tercer nivel de
atencién médica, como el INR LGlII, cuenten con este tipo de
alternativas terapéuticas con el fin de garantizar y mejorar la
disponibilidad de este tipo de tratamientos a nuestra poblacidn.
Actualmente, nuestros pacientes tienen que ser referidos a
centros de salud privados para la preparacion del suero

autdlogo, con las implicaciones econdmicas que esto conlleva.

17



También, es importante considerar las caracteristicas
socioecondmicas de la poblacién a la que brindamos atencion y
determinar la seguridad en las condiciones de almacenamiento
e higiene reales en la vida cotidiana de estos pacientes para el
uso de este producto. Por lo que debemos evaluar la manera
mas segura de proporcionar esta alternativa terapéutica.
Consideramos que la produccion de suero autélogo se puede
realizar de manera seguray eficaz acorde con el capital humano
y material de nuestro instituto con el fin de garantizar el acceso
y la disponibilidad del tratamiento bajo criterios estandarizados
gue aseguren la calidad y la seguridad del producto, procurando

el mayor beneficio posible para nuestros pacientes.

18



Hipdtesis

El uso de un frasco gotero con mecanismo adaptado de
filtracion, para la administracion del suero autélogo para uso
oftdlmico, tiene un riesgo significativamente menor de

contaminaciéon  microbiolégica que el frasco gotero

convencional.

Obijetivos

Objetivo general:
= Evaluar de forma comparativa la tasa de

contaminacién microbioldgica en la preparacion
del suero autélogo al 20%, utilizando el frasco
gotero dispensador estandar y un frasco con filtro
esterilizador el dia de la elaboracion y los dias 15
y 30 bajo las condiciones de almacenamiento y

uso en la vida cotidiana de los usuarios.

Objetivos especificos:
= Evaluar la colonizacién del suero autdlogo una

vez envasadoy previo a la entrega a los pacientes,

19



para asegurar su esterilidad previa a la
intervencion.

Comparar la tasa de contaminacién
microbioldgica del suero autdlogo entre el frasco
gotero con mecanismo adaptado de filtracion
(Hyabak; Thea, Clermont-Ferrand, Francia) y el
frasco gotero convencional de polietileno el dia
de la elaboracién, y en los dias 15 y 30 bajo las
condiciones de almacenamiento y uso
domiciliario por parte los pacientes.

Determinar el tipo de frasco mas adecuado, asi
como la cantidad de frascos que se pueden
dispensar al paciente de acuerdo con los

resultados obtenidos.

20



Material y Métodos

Tipo de estudio
Experimental, prospectivo, comparativo, aleatorizado. Se

empleara aleatorizacién por bloques (bloques de 3 personas)
para obtener un balance adecuado entre el grupo que utilizara
el frasco convencional y el grupo con el frasco con mecanismo

adaptado de filtracion.

Descripcion del universo de trabajo
Pacientes de la Clinica de Cérnea y Superficie Ocular del Servicio

de Oftalmologia en el INR LGIl con enfermedades de la superficie
ocular que tengan indicacion terapéutica para uso de suero
autdlogo para administracién ocular, divididos en 2 grupos. El
grupo 1 (n=15) utilizard el suero autdlogo al 20% en un frasco
gotero estandar y el grupo 2(n=15) utilizara el suero autdlogo al

20% en un frasco gotero con filtro esterilizador.

Definicion del grupo control

III

Se considerara “grupo control” al grupo que sea aleatorizado a

recibir frasco gotero convencional.
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Criterios de Inclusién
Pacientes con enfermedades de la superficie ocular que cursen

con enfermedad de ojo seco acuodeficiente grave, defectos
epiteliales persistentes o epiteliopatia corneal que no respondan
a tratamiento convencional y que sean aptos para la disposicién
de sangre y componentes sanguineos para uso autélogo, de
acuerdo con los criterios fijados en la Norma Oficial Mexicana
NOM-253-SSA1-2012, para la disposicién de sangre humana y

sus componentes con fines terapéuticos

Criterios de eliminacion.
- Pacientes que presenten algun tipo de complicacion

durante el proceso de obtencidn de sangre para el
proceso de elaboracidn de suero autodlogo

- Pacientes que deseen abandonar el estudio

Criterios de exclusion.
Pacientes que no sean aptos para la disposicidn de sangre y

componentes sanguineos para uso autélogo de acuerdo con los
criterios fijados en la NORMA Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-

2012, para la disposicion de sangre humana y sus componentes
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con fines terapéuticos, es decir, que tengan alguna de las

siguientes condiciones:

Padecimientos con respuesta medular

hematopoyética insuficiente

Enfermedad de células falciformes

Enfermedad cardiaca en situacién de

inestabilidad, tales como:

O

O

Angina inestable

Infarto al miocardio ocurrido en los
ultimos 6 meses

Estenosis de las arterias coronarias
Cardiopatias cianégenas

Hipertensidn arterial descontrolada, y
cualquier otra condicion cardiaca,
solo previa valoracién y autorizacion

escrita por un cardiélogo;

Evento vascular cerebral ocurrido en los

ultimos seis meses. Si el evento ocurrid en

un lapso mayor a seis meses, sélo que se

cuente con la valoracion y autorizacién

escrita por un neurdlogo
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= Neuropatias, tales como: enfermedad
cerebrovascular, antecedente de
convulsiones o epilepsia, salvo valoracion y
autorizacion escrita por un neurologo
= Toxemia gravidica moderada o grave
= Infeccidn bacteriana aguda
= Reactividad o positividad en cualquiera de
los marcadores de infeccidn que se indican a
continuacion:
o Antigeno de superficie del virus B de
la hepatitis
o Anticuerpos contra el virus C de la
hepatitis
o Anticuerpos contra el virus de la
inmunodeficiencia humana, tipos 1 o
2
o Anticuerpos contra Trypanosoma
cruzi;
= Cuando la persona tenga antecedente de la
presencia de anticuerpos contra el virus

HTLV-1 ol
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= Cuando la persona tenga valores de

hemoglobina inferiores a 10 g/dL

Tamarfio de la muestra

Se realizé el calculo del tamafio de muestra considerando las
tasas de contaminacion del suero autélogo con uso domiciliario
previamente reportadas?*#%°. A pesar de que existe variabilidad
en los distintos estudios reportados, se considerd una tasa de
contaminacién de 50% para los frascos goteros convencionales
y una tasa de contaminacién del 0% en los frascos con sistema
de filtracion ABAK®, ya que estos frascos cuentan con un filtro
con poros de 0.2 um de didmetro lo que impide que bacterias
que en promedio tienen un didmetro de 1 pum puedan
atravesar?’. Aplicando la férmula para calcular diferencias entre
dos proporciones (alfa 0.05, poder 0.80) el tamafo de muestra

calculado es de 15 personas por grupo de tratamiento.

Identificacion y/o Operacionalizacién de Variables:

‘ Variable ‘ Definicion Operativa ‘ Tipo ‘ Unidad de medida ‘
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Edad

Numero de afios
cumplidos desde el
nacimiento, hasta el
momento de registro del
paciente en el estudio,
obtenido de forma
indirecta por medio de

expediente clinico

Numérica/

continua

Sexo

Condicién genotipica XX
o XY, obtenido de forma
indirecta por expediente

clinico

Categodrica/

dicotémica

Masculino/Femenino

Nivel

Socioeconémico

Nivel socioeconémico
del paciente registrado
en expediente clinico,
obtenido por entrevista
directa con paciente, en
area de Trabajo Social

del INR LGII

Categorica/

nominal

Diagnostico

oftalmolégico

Hasta 3 condiciones
patoldgicas del ojo o de
SUS anexos,
diagnosticada/s de
forma directa por
médico oftalmélogo en
consulta médica con el
paciente,
documentada/s en
expediente clinico. Se
registrardn en orden de

importancia, con

Categorica/

nominal

1. Positivo/Negativo
2. Sipositivo:
Diagnostico CIE-

10
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prioridad sobre
patologias de la

superficie ocular

Tipo de frasco

Tipo de frasco basado en
si posee 0 ho
mecanismo adaptado de

filtraciéon

Categorica/

nominal

Frasco con filtro /

Frasco convencional

Comorbilidades

sistémicas

Hasta 3 condiciones
patoldgicas no oculares
ni de sus anexos, de
involucro sistémico,
diagnosticadas de forma
directa por médico
general o especialista,
por consulta médica con
el pacientey
documentada/s en
expediente clinico. Se
registrardn en orden de
importancia con
prioridad sobre
patologias metabdlicas
seguidas de patologias

autoinmunes

Categorica/

nominal

1. Positivo/Negativo

2. Sipositivo:
Diagnostico CIE-
10

Cultivo
microbiolégico

inicial

Nombre de
microorganismo basado
en el sistema de
nomenclatura binomial
obtenido por medio de

cultivo especifico e

Categorica/

nominal

1. Positivo/Negati
Ys)

2. Si positivo:
Clasificacion

taxondmica
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identificado por sistema

VITEK® 2

Cultivo Nombre de Categodrica/ Positivo/Negati

microbiolégico dia | microorganismo basado nominal o)

15 en el sistema de Si positivo:
nomenclatura binomial Clasificacion
obtenido por medio de taxondmica
cultivo especifico e
identificado por sistema
VITEK® 2

Cultivo Nombre de Categorica/ Positivo/Negati

microbiolégico dia | microorganismo basado nominal o)

30 en el sistema de Si positivo:
nomenclatura binomial Clasificacion
obtenido por medio de taxondmica

cultivo especifico e
identificado por sistema

VITEK® 2

28



Analisis estadistico

Para la descripcidn de las caracteristicas demograficas y clinicas
calculamos media y desviacion estandar para variables
continuas con distribucién normal; medianas y rango intercuartil
para las variables continuas cuya distribucidon no sea normal; y
frecuencia y porcentajes para las variables categéricas.

Para comparar las diferencias en las tasas de contaminacién del
suero autdlogo en el proceso de elaboracidn hospitalario entre
los dos tipos de frascos contenedores utilizamos una prueba no
paramétrica, la prueba exacta de Fisher. Para comparar las
diferencias en las tasas de contaminacion del suero autélogo en
uso domiciliario entre los dos tipos de frascos contenedores
utilizamos también la prueba exacta de Fisher. Consideramos
una diferencia significativa con un valor P<0.05. Todos los

analisis se realizardn en Stata 13 (College Station, TX, EUA).

Seleccidn de las fuentes, métodos, técnicas y procedimientos de
recoleccion de la informacion.
La informacién concerniente a la identificacion del paciente

(edad, sexo, nivel socioecondmico), asi como a los diagndsticos
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oftalmoldgicos y sistémicos se recolectaron de forma indirecta
por medio del expediente clinico electrénico del INR LGIl. En
cuanto a los resultados de la evaluacién microbioldgica, se
obtuvieron de forma prolectiva y directa por el método expuesto
en el apartado 4.11, en la seccion Evaluacion microbioldgica
utilizando los medios de cultivo agar sangre, agar Sabouraud,
agar MacConkey y caldo de tioglicolato. Se utilizé el sistema de
identificacidon VITEK®2, en caso de haber obtenido crecimiento
de algun microorganismo en cualquiera de los medios
mencionados. Todos los datos obtenidos se registraron
utilizando un formato disefiado para capturar dicha informacién
(Anexo 2.0) y posteriormente se recabaron en una base de datos

electrdnica en el software Excel®.
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Descripcion de los procedimientos

Elaboracién de Suero Autdlogo

La extraccion de la sangre periférica para la elaboracion
del suero autdlogo se realizd en las instalaciones del
banco de sangre del INR LGII siguiendo los lineamientos
estipulados en la Norma Oficial Mexicana NOM-253-
SSA1-2012, para la disposicion de sangre humana y sus

componentes con fines terapéuticos.

La elaboracién del suero autdlogo para uso oftalmico se
realizd con base en el proceso descrito por Lopez-Garcia
et al®® con las adecuaciones necesarias para la evaluacion
de la hipdtesis de este estudio y acorde con las
instalaciones del banco de sangre del INR LGlII, bajo el
siguiente protocolo:

1. Después de asegurarse de que el paciente cumple
con los criterios de inclusion, se entregd un
consentimiento (Anexo 1.0) en el que se informa
al paciente en qué consiste el procedimiento,

cudles son los riesgos, las complicaciones y
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alternativas de tratamiento. En caso de que el
paciente aceptara participar y previa firma del
consentimiento informado, se procedié con los
siguientes pasos:
Extraccion de 20 a 40 ml de sangre mediante
venopuncidn con sistema cerrado al vacio (BD
Vacutainer®, BD, Estado de México, México) bajo
condiciones asépticas y almacenada en tubos
para suero con activador de coagulacion.
Se deja reposar la muestra en una posicidn
vertical durante 2 horas para asegurarse de una
completa coagulacién.
Se coloca en centrifugacion a 3000 g por 15
minutos
Se recolecta el suero resultante, se cuantifica y se
diluye para una concentracion final del 20%.
= En el caso de frasco gotero
convencional de polietileno: El
suero se diluye en una relacion 1:5
colocando 2 mL de sueroy 8 ml de

solucidn salina balanceada usando
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filtros estériles con poros de 0.22
pum.
e En el caso de frasco gotero con

mecanismo de filtro adaptado
Hyabak® (Thea, Clermond-
Ferrand, Francia) que contiene 5
ml de hialuronato de sodio al
0.15%: El suero se diluye con el
hialuronato de sodio, que ya
contiene el frasco, afiadiendo
unicamente 1.25 ml de suero
sanguineo utilizando aguja calibre
20G generando una presion
externa sobre el frasco para
disminuir la presién positiva
interna y permitir la entrada del
suero al frasco.

6. Los frascos obtenidos son sellados y etiquetados

con los siguientes datos:
e Nombre del paciente

e Numero de registro SAIH
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e Fecha de elaboracion

e leyenda para frasco gotero
convencional: “Suero Autdlogo al
20% para uso tépico ocular. Fecha
de preparacion. Caducidad: 3
meses a -20°Cy 10 dias a 4°C”

e leyenda para frasco gotero con
mecanismo adaptado de filtracion:
“Suero autodlogo al 20% para uso
tépico ocular. Fecha de
preparacion. Caducidad: 30 dias a
4°c”

7. Uno de los frascos obtenidos de cada paciente se
envia para evaluacién microbioldgica, la cual
deberd garantizar la esterilidad del suero antes
de ser entregado al paciente.

8. Los frascos deben ser almacenados a una
temperatura de -20°C en el banco de sangre hasta
ser entregados al paciente.

9. Para su entrega, el paciente debe llevar un

recipiente térmico con hielo, para no romper la

34



10.

11.

12.

cadena de frio, hasta llegar a su domicilio donde
resguardard un frasco a +4°C (refrigerador
doméstico) y los otros a -20°C (congelador
domeéstico).

Al paciente se le entrega un documento con la
informacidn necesaria para el almacenamiento y
uso adecuado del suero autdlogo, y también se le
explica de forma verbal. (Anexo 3.0)

Para la Fase 1 del estudio, se entregaron al
paciente los 4 frascos obtenidos de su muestra de
sangre para su uso y resguardo en su domicilio.
Se solicité a los usuarios regresar los frascos que
hayan utilizado al cumplir los dias 15 y 30 de
tratamiento. Estos se entregaron al laboratorio
de microbiologia inmediatamente para realizar la
evaluacién microbioldgica sin romper en ningun
momento la cadena de frio

Para la Fase 2 del estudio, se entregaron al
paciente 2 de los 4 frascos obtenidos de su
muestra de sangre para su uso y resguardo en su

domicilio. Se solicitd a los usuarios regresar los
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frascos que hayan utilizado al cumplir el dia 15 de
tratamiento de acuerdo con las instrucciones
terapéuticas. Estos se entregaron al laboratorio
de microbiologia inmediatamente para realizar la
evaluacién microbioldgica sin romper en ningun
momento la cadena de frio. Los 2 frascos
restantes obtenidos de la muestra sanguinea del
paciente quedaron en resguardo en el
laboratorio de microbiologia, simulando el
almacenaje cotidiano, pero sin ser usados. Esto
es, 1 frasco por 14 dias a una temperatura de 42C
y 1 frasco por 7 dias a -202C para luego ser
almacenado por otros 7 dias a 42C dentro de

bolsas de cierre hermético tipo Ziploc®.

Evaluacién Microbiolégica Fase 1
1. Un primer frasco del lote obtenido de cada paciente fue
enviado a evaluacién microbioldgica inmediatamente
después de terminado el proceso de elaboracion. El resto

de los frascos se almacenaron a -20°C hasta obtener el
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resultado de microbiologia. Una vez garantizada Ia
esterilidad del producto, se entregaron al paciente.

2. La evaluacion se realizd colocando de 3 gotas de suero
en los siguientes medios de cultivo: agar sangre, agar
chocolate, agar sabouraud, agar MacConkey vy
tioglicolato. Estos medios permanecieron en incubacién
bajo las condiciones pertinentes hasta la fecha
correspondiente a su analisis:

= Agar sangre y agar chocolate a las
48 horas

= Agar sabouraud a los 5 dias

= Agar MacConkey

= Tioglicolato

3. La identificacion de los microorganismos se realizé
mediante el sistema VITEK® 2, el cual consiste en un
sistema de tarjetas colorimétricas, que son inoculadas
con la suspensién del cultivo microbiano y el perfil de
desarrollo es interpretado de forma automatica.

Evaluacién Microbiolégica Fase 2
4. Un primer frasco del lote obtenido de cada paciente sera

enviado a evaluacién microbiolégica inmediatamente
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después de terminado el proceso de elaboracion. El resto
de los frascos se almacenardn a -20°C hasta obtener el
resultado de microbiologia. Una vez garantizada Ia
esterilidad del producto, se entregaran al paciente.
La evaluacion se realizard colocando de 3 gotas de suero
en los siguientes medios de cultivo: agar sangre, agar
chocolate, agar sabouraud vy tioglicolato. Estos medios
deberan permanecer en incubacidn bajo las condiciones
pertinentes hasta la fecha correspondiente a su analisis:

= Agar sangre y agar chocolate a las

48 horas
= Agar sabouraud a los 5 dias
= Agar MacConkey

= Tioglicolato

Para el analisis de los frascos de la semana ly 2 deusoy
resguardo y de solo resguardo, se realizara ademas
puncion directa del frasco para extraccidn y siembra de
su contenido utilizando aguja y jeringa estériles, previa

limpieza del area a puncionar con Fenol al 5% y etanol.
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Los medios de cultivo seran los mismos antes
mencionados.

La identificacién de los microorganismos se realizd
mediante el sistema VITEK® 2, el cual consiste en un
sistema de tarjetas colorimétricas, que son inoculadas
con la suspensién del cultivo microbiano y el perfil de

desarrollo es interpretado de forma automatica.
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Resultados

En la primera fase del protocolo, se prepararon 33 lotes de 4

frascos cada uno (n=132); las caracteristicas demograficas y

clinicas de los sujetos de investigacion se encuentran

recopiladas en la Tabla 1. De los 33 lotes, 17 fueron preparados

en frascos convencionales y 16 en frascos ABAK®.

Tabla 1. Caracteristicas Demogréficas y Clinicas Fase 1

%

Sexo
Femenino
Masculino

Edad
Media (DE)

Enfermedad de la superficie ocular
Enfermedad de ojo seco acuodeficiente
Enfermedad de ojo seco mixto
Queratopatia neurotréfica
Rosdcea Ocular
Queratopatia en banda

Deficiencia de células limbicas

75.6
24.4

55.7 (12.6)

394
24.24
30.3
18.2
6.1
9.1

Evaluacién Microbioldgica Fase 1 (Tabla 2)
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Ningun lote resultd6 contaminado en la evaluacién
microbioldgica inicial (n=0), por lo que todos fueron entregados
a los pacientes para su uso y resguardo domiciliario con certeza

de esterilidad.

La evaluacion de frascos correspondientes a la semana 1 de uso
domiciliario arrojé un porcentaje de contaminacion del 25% para
los frascos convencionales y un 41.2% para los frascos con
mecanismo adaptado de filtracion ABAK® (p=0.325). Para la
semana 2 se encontrd un porcentaje de contaminacion del 25%
para los frascos convencionales y un 58.8% para los frascos
ABAK® (p=0.049). En cuanto a los frascos usados durante la
semana 3 de tratamiento, se encontré un porcentaje de
contaminacién del 31.3% para los frascos convencionales y un
58.8% para los frascos ABAK® (p=0.112). Finalmente, para los
frascos usados durante la semana 4, se encontrd un porcentaje
de contaminacion del 43.8% para los frascos convencionales y
un 58.8% para los frascos ABAK® (p=0.387), por lo que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos (Tabla 2).
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Tabla 2. Porcentaje de contaminacion de la gota de suero
autoélogo por tipo de frasco

Frasco gotero

Convencional ABAK®
(n=16) (n=17)
% % valor p*
Tiempo

Semana 1 25.0 41.2 0.325
Semana 2 25.0 58.8 0.049
Semana 3 31.3 58.8 0.112
Semana 4 43.8 58.8 0.387

*Diferencias estimados mediante prueba de exacta de Fisher

El microorganismo encontrado con mayor frecuencia durante

esta parte del estudio fue Staphylococcus epidermidis.

Los hallazgos microbiolégicos de los frascos de tipo convencional

y con mecanismo de filtracion tipo ABAK® encuentran agrupados

en la Grafica 1y Grafica 2, respectivamente.
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Grafica 2. Valoracion microbiolégica por

goteo
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clinicas de los sujetos de investigacidn se encuentran enlistadas
en Tabla 3. De los 20 lotes, 10 fueron preparados en frascos

convencionales y 10 en frascos con mecanismo ABAK®.

Tabla 3. Caracteristicas Demograficas y Clinicas Fase 2

Sexo
Femenino 15 75
Masculino 5 25

Edad
Media (DE) 55.8 (14.2)

Enfermedad de la superficie ocular

Enfermedad de ojo seco acuodeficiente 8 40
Enfermedad de ojo seco mixto 6 30
Queratopatia neurotrdfica 4 20

Rosdcea Ocular 2 10

Queratopatia en banda 1 5

Deficiencia de células limbicas 1 5

Evaluacién Microbioldgica Fase 2 (Tabla 4)
Ningun lote resultd contaminado en la evaluacién

microbioldgica inicial (n=0), por lo que todos fueron

resguardados en las instalaciones del laboratorio o entregados a
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los pacientes para su uso y resguardo domiciliario con certeza de

esterilidad.

La evaluacidn microbiolégica por goteo de los frascos
resguardados en el laboratorio tras la semana 1 arrojé un
porcentaje de contaminacion del 10% de los frascos
convencionales y un 0% de los frascos ABAK® (p=0.5). En los
frascos resguardados por 2 semanas, no se encontrd
contaminacién en ninguno de los frascos, tanto convencionales

como ABAK®.

La evaluacion microbioldgica de los frascos resguardados en el
laboratorio (por puncién y extraccién directa de su contenido
mostré un porcentaje de contaminacion del 10% en los frascos
convencionales durante la semana 1 y 0% en los frascos ABAK®
(p=0.5). En la evaluacion por puncién de los frascos
resguardados por 2 semanas se encontré un porcentaje de
contaminacién del 10% en los frascos convencionales durante la

semana 1y 0% en los frascos ABAK® (p=0.5).
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La evaluacidn microbioldgica por goteo de los frascos utilizados
por los pacientes en el ambiente cotidiano durante 1 semana
arrojé un porcentaje de contaminacion del 10% de los frascos
convencionales y un 30% de los frascos ABAK® (p=0.582). En los
frascos resguardados por 2 semanas, se encontré un porcentaje
de contaminacion del 30% de los frascos convencionales y un
60% de los frascos con mecanismo de filtracion ABAK® (p=0.185)

(Gréafica 3y 4).

La evaluacion microbioldgica por puncidon de los frascos vy
extraccion directa de su contenido tras la semana 1 de uso
domiciliario por parte del paciente mostré un porcentaje de
contaminacion del 20% en los frascos convencionales y 0% en los
frascos ABAK® (p=0.237). Para los frascos correspondientes a la
semana 2 de tratamiento, resguardados en el domicilio del
paciente, se encontrd un desarrollo bacteriano en los cultivos
del 10% de los frascos convencionales, sin encontrar hallazgos
microbiolégicos en ninguno de los frascos ABAK® (p=0.5)

(Gréafica 3y 4).
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Tabla 4. Porcentaje de contaminacién en suero autélogo al 20% entre frasco
bajo condiciones hospitalarias vs condiciones cotidinas

Laboratorio Casa
Gota Puncién Gota Puncién

Semana 1 2 1 2 1 2 1 2

% % % % % % % %
Frasco

Convencional 10 0 10 10 10 30 20 10

ABAK® 0 0 0 0 30 60 0 0

NE*

Valor p* 0.5 * 05 0.5 0.582 0.185 0.237 0.5

*Diferencias estimados mediante prueba
exacta de Fisher

**No

estimable



Grafica 3. Frasco convencional

Uso y resguardo en domicilio
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Grafica 4. Frasco ABAK®
Uso y resguardo en domicilio
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Discusion

A pesar de las claras ventajas que ofrece el suero autdlogo para
enfermedades de la superficie ocular resistentes a tratamiento
convencional, su principal debilidad es su vulnerabilidad a la
contaminacién, que conlleva un tiempo de vida util corto y la
necesidad de realizar procedimientos de extraccion sanguinea
gue, en casos necesarios, se deben hacer hasta 12 veces por aino
con tal de mantener un esquema de tratamiento

ininterrumpido.

De acuerdo con lo observado en nuestro estudio, es posible
lograr un 100% de esterilidad en el proceso de preparacion de
los frascos. Blasetti et al?2 reportaron en 2015 un trabajo en el
que realizaron analisis microbioldgicos seriados el mismo dia de
preparacion de las muestras a las 2, 4, 6, 8 y 10 horas y con un
seguimiento posterior de 4 dias bajo resguardo en un ambiente
controlado donde, de igual manera, no se encontrd

contaminacién alguna. Por otro lado, el indice mas alto de
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contaminacién se da por la incorrecta manipulacion durante el
uso del farmaco; En cuanto a los indices de contaminacion, los
hallazgos son consistentes con lo reportado por Lagnado et al’y
Sauer et al®® con indices de contaminacion tras resguardo
hospitalario de las muestras de 8.8% y 7.6% respectivamente.
Garcia Jimenez et al*® donde, si bien no se encontrd
contaminacién en la evaluacién microbioldgica hecha el mismo
dia de preparacién de los frascos con suero autélogo, tras el uso
domiciliario por parte de los pacientes se encontraros
porcentajes de contaminacion de hasta 30% o el estudio
publicado por Leite?* et al con contaminacion de 6 de 11 frascos
tras 30 dias de uso. El contraste mas importante es con el
estudio de Lépez-Garcia et al*® donde se evaluaron los frascos
con mecanismo ABAK® y se encontré contaminacién en solo 1
frasco de 48 (2.1%). Una tasa de contaminacion similar seria
posible con el analisis del contenido de los frascos por punciony
extraccién directa del contenido, sin embargo, el método
descrito por Lépez-Garcia fue por instilacion de gotas en los

medios de cultivo.

52



En cuanto a la comparacién entre ambos tipos de frascos, los
resultados de nuestro estudio sugieren que el mecanismo
adaptado de filtracidén ofrece un método de aislamiento eficaz
del contenido del frasco, pero favorecen el crecimiento
bacteriano dentro del propio filtro en el caso especifico de uso
de suero autdlogo, provocando que la gota instilada resulte
contaminada por arrastre de microorganismos. Hay que resaltar
gue el suero autdlogo por su constitucidén es un caldo de cultivo
ideal para microorganismos, por lo que el uso de otros farmacos
con el mismo mecanismo podria arrojar resultados diferentes al

promover de forma menos eficaz el desarrollo bacteriano.
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Conclusiones

Los resultados de este estudio sugieren que, tratdndose de
suero autélogo, el mecanismo adaptado de filtracion protege el
contenido del frasco de la contaminacidon microbioldgica, pero
favorece el crecimiento bacteriano en la porcion dispensadora
del mismo, lo que en términos practicos no ofrece beneficio
comparado con el uso de frascos convencionales sin mecanismo
adaptado de filtracion, independientemente del costo que

represente cualquiera de las dos opciones.

Por otro lado, el proceso utilizado para la preparacion del suero
autologo para uso ocular dentro de las instalaciones del INR LGlII
demostré ser seguro y eficaz, por lo que representa una opcién
viable no solo para nuestro instituto, si no para cualquier
instalacidn sanitaria que cuente con los recursos descritos en

este trabajo.
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ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

De acuerdo con las Definiciones de Riesgo de la Investigacion del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud esta investigacion es clasificada
como: Investigacion con riesgo mayor al minimo

Riesgos inmediatos o tardios y previsiones o medidas para
controlarlos o minimizarlos:

= Complicaciones relacionadas con el proceso de
extracciéon de sangre, las cuales pueden consistir en
mareo, somnolencia, sincope, convulsione. Es
importante resaltar que estas complicaciones se
presentarian incluso en menor frecuencia que en un
proceso convencional de donacién de sangre, ya que la
cantidad requerida para el presente estudio (20 ml)
comparado con la cantidad de sangre extraida para un
proceso de donacién alogénica (450 ml)

= Complicaciones relacionadas con el uso de suero
autdlogo por via oftalmica: queratitis bacteriana o
fungica derivado de la contaminacion del suero. Lo
anterior representa una complicacion rara pero posible,
sin embargo, parte del proceso de elaboracidon del suero
autdlogo sera el analisis microbiolégico de cada lote
realizado, el cual no sera entregado al paciente hasta

63



asegurarse de que no existe contaminacién del
contenido.

Proporcionalidad de los riesgos y beneficios de la investigacion,
cOmo se minimizaron los riesgos y maximizaron los beneficios
potenciales:
= La puncién venosa para recolectar sangre es uno de los
procesos mds ampliamente realizados en la medicina.
Aunque si existen riesgos potenciales, en general; se
considera un proceso de riesgo minimo.
= Utilizamos un proceso estandarizado siguiendo las
indicaciones y normatividad vigentes. Consideraremos
las precauciones para la obtencidon de sangre para uso
autdlogo, asi como la evaluacidon microbioldgica de un
frasco de cada lote de suero autdlogo obtenido de cada
participante. Con esto se pretenden minimizar los riesgos
y entregar un producto seguro.

Detalles de las medidas de apoyo y soporte vital, asi como los
acuerdos de las podlizas de seguros con la especificacion de su
financiamiento para proporcionar tratamiento en el caso de los
dafios ocasionados por la participacién en la investigacién y para
compensar la discapacidad o la muerte relacionadas con la
misma.
= Los riesgos de realizar una puncion venosa para obtener
una muestra de sangre se describen en la siguiente
tabla®:
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Eventos adversos de venopuncion para muestra sanguinea

Evento

Causa
adverso

Incidencia Manejo

e Pobre técnica de
venopuncion
¢ Puncion en un angulo

vena
* Presidn inadecuada al
terminar el procedimiento

¢ Ansiedad

¢ Volumen sanguineo
bajo u otras causas:
hipoglucemia, falta de
liquidos, falta de suefio
e Atmodsfera en la
habitacidn (caliente o
himedo)

Signos y sintomas:

e Suspiros

¢ Palidez o sudoracién

e Pulso disminuido

* Baja subita de presion
arterial

e Pérdida del estado de
conciecia
(ocasionalmente)

¢ Convulsiones (muy raro)

e Estrés fisico

* Deshidartacion

¢ Causa desconocida
® Puede ocurrirla4
horas posterior al
procedimiento

e Aplicar presiény
colocar vendaje

mayor de la piel o al salir ~ compresivo
Hematoma 2-3% dela vena e Evitar cargar cosas
¢ Doble puncién de la pesadas

e Disculparse y
tranquilizar al paciente

Reaccidn vasoagal leve

e Suspender
procedimiento

e Reclinar silla

e Aflojar ropa

e Otorgar liquidos para
beber (recuperacion
rapida)

Reaccion vasovagal grave
e Llamar al servicio de
urgencias

e Si esta inconciente,
mantener la via aérea
abierta y despejada.

* Puede haber un
episodio de
incontinencia. Explicar al
paciente cuando se
recupere.

Ingerir bebidas calientes
0 agua antes del
procedimiento; mantener
una posicién supina
sentado, distraccion
visula o auditiva;
minimizar dolor y estrés




Puncion
arterial

Daio a
nervio
periférico

Infeccion
en el sitio
de puncién

len
30,000-
50,000

Muy poco
frecuente

Muy poco
frecuente

e Arteria braquial puede
tener una localizacién
anatémica muy cercana a
la vena que se punciona
e Se dectecta por la
apariencia rojo vibrante
de la sangre y el flujo
rapido de la misma

e Puede resultar en
complicaciones tardias
como fistula
arteriovenosa

¢ Dafio a algun nervio
periférico durante la
venopuncion

* Provocado por la
presion de un hematoma
Signos y sintomas:

¢ Dolor o parestesia

e Pérdida motora o
sensitiva

¢ Inadecuada técnica de
higiene en lavado de
manos por el personal

¢ Inadecuada técnica de
higiene en el sitio de
puncién

durante el
procedimiento.

e Suspender el
procedimiento.

e Aplicar presion firme
por al menos 15 minutos
e Aplicar un vendaje
compresivo y verificar el
pulso radial

e Informar y tranquilizar
al paciente, y explicar
tendra un gran
hematomay la
recuperacion ocurrird en
10 a 14 dias.

* Recuperacion
ususlamente espontanea
y rapida en un lapso de
24 horas (en raras
ocasiones hasta 6 meses)
e Referir al paciente con
un neurdlogo, si el dafio
es grave

e Referir al paciente con
infectélogo
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Criterios de seleccidon para garantizar equidad de los
participantes, del sitio y de la comunidad:

Los participantes fueron personas adultas, pacientes de la
Clinica de Cornea y Superficie Ocular del Servicio de
Oftalmologia del INR LGII con independencia de su sexo, raza o
religion, quienes padecen una patologia de la superficie ocular
con indicacién terapéutica de uso de suero autélogo al 20%. Su
participacién fue voluntaria y requirié Ila firma del
consentimiento informado previa explicacién verbal y por
lectura de este. La aleatorizacion para recibir el frasco
convencional o el frasco con sistema de filtracion ABAK® se hizo
por bloques.

Elementos para la proteccidn y eliminacidon de la coercion y de
intimidacion en poblacion vulnerable (personas con
discapacidad, nifios, mujeres y poblacidn indigena):

Este estudio no se enfocara especificamente en estas
poblaciones, aunque es posible que algunas de estas personas
sean incluidas si cumplen los criterios de inclusion. Todas las
personas recibiran consentimiento informado de manera verbal
y escrita, dejando claro que su participacidn es absolutamente
voluntaria e independiente de su acceso a atencién médica y
tratamiento.
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Anexos

Anexo 1: Carta de Consentimiento Informado

Ciudad de México, a de de20

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
[versién 1.0, 14/08/2020]

Titulo de la Investigacion: Efectividad en el uso de un frasco con
mecanismo de filtracion en la contaminaciéon microbioldgica
del suero autdlogo para uso ocular.

Numero Registro INRLGII:

Nombre del Investigador Principal: Paola De La Parra Colin
Nombre de la persona que participara en la Investigacion:

A través de este documento que forma parte del proceso para la
obtencién del consentimiento informado, me gustaria invitarlo
a participar en la investigacion titulada: Efectividad en el uso de
un frasco con mecanismo de filtracion en la contaminacion
microbioldgica del suero autélogo para uso ocular. Antes de
decidir, necesita entender por qué se esta realizando esta
investigacion y en qué consistira su participacion. Por favor
tdmese el tiempo que usted necesite, para leer la siguiente
informacidén cuidadosamente y pregunte cualquier cosa que no
comprenda. Si usted lo desea puede consultar con personas de
su confianza (Familiar y/o Médico tratante) sobre la presente
investigacion.
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1. ¢Ddnde se llevara a cabo esta investigacion?

Esta investigacion se llevara a cabo en las instalaciones del Banco
de Sangre del Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo
Ibarra Ibarra.

2. éCual es el objetivo de esta investigacion?

El objetivo de esta investigacidon es disefiar un proceso seguro y efectivo
en la elaboracién del suero autélogo para el tratamiento de las
enfermedades de la superficie ocular en este instituto. Ademas,
analizaremos si el uso de un frasco gotero con mecanismo adaptado de
filtracion es util para evitar la contaminacidn microbioldgica del suero
autélogo cuando el paciente lo utiliza en su domicilio.

3. éPor qué es importante esta investigacion?

Debido a que nuestros pacientes tienen que acudir a otras instituciones
de salud privadas para acceder a este tipo de tratamiento, queremos
incorporar la disponibilidad del suero autélogo para uso oftdlmico dentro
de la lista de servicios disponibles en este instituto. Buscamos facilitar el
acceso a este tratamiento con la garantia de un producto elaborado con
los mejores estandares de seguridad y calidad.

4. ¢Por qué he sido invitado a participar en esta investigacion?
Ha sido invitado a formar parte de esta investigacién porque
cumple con las caracteristicas enlistadas a continuacién:

1) Padece alguna enfermedad de la superficie ocular como

enfermedad de ojo seco acuodeficiente grave, defectos
epiteliales persistentes o epiteliopatia corneal que no
responde a tratamiento convencional.

2) Es apto para la disposicion de sangre y componentes
sanguineos para uso autodlogo de acuerdo con los
criterios fijados en la Norma Oficial Mexicana NOM-253-
SSA1-2012, para la disposicion de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos.
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5. éEstoy obligado a participar?

Su participacién es voluntaria, anénima y confidencial; no estd
obligado a participar. No habra impacto negativo alguno si
decide no participar en la investigacion, y no demeritara de
ninguna manera la calidad de la atencién que reciba en el
Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra
en términos de sus derechos como paciente.

6. ¢En qué consistird mi participacién y cuanto durara?

Al ser usuario de suero autdlogo para tratamiento oftalmico,
conoce los beneficios obtenidos con este farmaco. Lo que
solicitamos para su participacion es lo siguiente:

Autorizar la extraccion de sangre para la elaboracién del
suero autélogo para uso oftalmico.

Autorizar la realizacién de pruebas seroldgicas para
descartar padecimientos infecciosos como virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 o 2, sifilis, infeccién
por Trypanosoma cruzi (enfermedad de Chagas), virus de
la hepatitis B y virus de la hepatitis C.

Continuar con el tratamiento oftalmico a base de suero
autdlogo al 20% de acuerdo con las indicaciones de su
médico tratante, el cual serd obtenido y elaborado en el
Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra
Ibarra.

Apegarse rigurosamente a las indicaciones de uso,
transporte y resguardo del medicamento por un periodo
de 30 dias. Las indicaciones le seran entregadas por
escrito y también explicadas de forma verbal para
resolver dudas y evitar confusiones.

Regresar el frasco, previamente usado, del suero
autdlogo transportandolo dentro de una hielera con el
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personal designado del instituto, los dias 15y 30, para su
analisis microbioldgico.

Si estd de acuerdo en participar, le pediremos que escriba su
nombre y firme el formato de consentimiento informado.

7. éCuales son los posibles beneficios de formar parte de esta
investigacion?

Durante el estudio usted recibird de forma gratuita un lote de frascos de
suero autdlogo para el tratamiento de su padecimiento de superficie
ocular. Ademds, se realizardn los examenes de laboratorio pertinentes
(biometria hematica y pruebas seroldgicas) sin costo y, de encontrarse
alguna anomalia, se le notificard y se le dardn las recomendaciones
correspondientes. Por otro lado, se abre la posibilidad de la incorporacién
del suero autdlogo a la lista de servicios disponibles en este hospital para
facilitar su acceso a este tratamiento, a un costo accesible,
correspondiente a su evaluacién socioecondmica realizada por el
personal de trabajo social de este instituto.

8. ¢Existe alguna alternativa que pueda proporcionarme

mayor beneficio de lo que me propone esta Investigacion?

Las alternativas de tratamiento dependen de la enfermedad que usted
padezca. Sin embargo, el tratamiento con suero autélogo suele utilizarse
en padecimientos con mala respuesta documentada a terapia médica
convencional por lo que las alternativas con mayor beneficio son escasas
o suelen requerir intervencién quirurgica.

9. ¢{Cuales son los posibles riesgos de formar parte de esta
investigacion?

Existen riesgos asociados a la extraccidn de sangre periférica
gue, aunque son leves, pueden incluir: sangrado excesivo en el
sitio de puncion, formacién de hematoma en el sitio de
punciodn, riesgo de infeccion del sitio de puncidn, sensacion de
mareo y, raramente, sincope o desmayo
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Sobre las complicaciones por uso de suero autdlogo, el principal riesgo
deriva de la contaminacién de los frascos y su contenido debido a un mal
transporte, almacenamiento o manejo de los frascos, lo que podria llevar
a la aparicion de conjuntivitis o queratitis infecciosas. Para evitar esto, se
realiza una evaluacion de los frascos antes de su entrega al paciente
ademads de su resguardo en una temperatura de -20° C para garantizar
que el paciente solamente reciba frascos con contenido estéril. Por su
parte, el paciente debe seguir adecuadamente las indicaciones de
transporte, almacenamiento y uso de los frascos de suero autélogo, las
cuales le seran entregadas por escrito y se explicaran de forma verbal y
personal para aclarar cualquier duda o posible confusidn.

10. ¢Tendré alguna molestia durante y/o después de mi
participaciéon?

Durante el proceso de extraccidén de sangre periférica puede
presentar molestia leve debido a la puncidn venosa. Es
importante mencionar que en algunos pacientes es mas dificil
extraer sangre que en otros, por lo que algunas personas
suelen requerir mas de una puncién.

En cuanto al tratamiento con suero autdlogo, aunque suele ser bien
tolerado, se pueden presentar algunos efectos secundarios como:
comezoén, sensacion de escozor o enrojecimiento en la piel de los
parpados.

11. ¢Recibiré alguna compensacidn por mi participaciéon?

No se tiene contemplada alguna remuneracion econémica para
el paciente, derivada de esta investigacion.

12. ¢{Tendrd algun costo para mi participar en esta
Investigacion?

Se le informa que los gastos relacionados con esta investigacion
gue se originen a partir del momento en que, voluntariamente,
acepta participar en la misma, no serdn pagados por usted. En el
caso de que existan gastos adicionales originados por el
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desarrollo de esta investigacion, seran cubiertos por el
presupuesto de esta.

Es importante comentarle que los gastos y/o cuotas que se
generen como paciente del Instituto Nacional de Rehabilitacion
Luis Guillermo Ibarra Ibarra, que no tengan ninguna relacién con
la presente Investigacidn, deberan ser pagados por usted.

13. Una vez que acepte participar ¢Es posible retirarme de la
Investigacion?

Usted tiene el derecho en cualquier momento, y sin necesidad
de dar explicaciéon alguna, de dejar de participar en la presente
investigacion, sin que esto disminuya la atencién y calidad o se
creen prejuicios para continuar con sus tratamientos y la
atencion que como paciente le otorga el Instituto Nacional de
Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra Ibarra.

14. ¢En qué casos se me puede suspender de la Investigacién?

En caso de presentar algun tipo de complicacion durante el
proceso de obtencion de sangre para el proceso de elaboracién
de suero autélogoo en caso de que desee abandonar la
investigacion.

15. ¢Qué sucede cuando la Investigacion termina?

Los resultados, de manera andnima, podran ser publicados en
revistas de investigacidn cientifica o podran ser presentados en
congresos.

Es posible que sus datos no personales, resultados de muestras
o informacién médica pueden ser usadas para otros proyectos
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de investigacion relacionados, previa revision y aprobacion por
los Comités de Investigacién y de Etica en Investigacion.

16. ¢A quién puedo dirigirme si tengo alguna complicacidn,
preocupacion o problema relacionado con la Investigacion?
Cualquier duda, preocupacidn o queja acerca de algin aspecto
de la investigacién o de la forma en que ha sido tratado durante
el transcurso de esta, por favor contacte a los investigadores
principales:

Dra. Paola De La Parra Colin

(Subdireccién de Oftalmologia, Edificio de
Comunicacion Humana, consultorio 20)

Teléfono 5999 1000 extensidén 18131 0 18175

Dr. Jesus Luna Briceiio

(Subdireccién de Oftalmologia, Edificio de
Comunicacion Humana, consultorio 20)

Teléfono 5999 1000 extension 18131 o0 18175

Dra. Itzel Priscilla Aguilar Valdez

(Subdireccién de Oftalmologia, Edificio de
Comunicacion Humana, consultorio 20)

Teléfono 5999 1000 extension 18131 o0 18175

Aclaraciones:

a)

b)

Esta investigacion ha sido revisada y aprobada por el
Comité de Investigacién y el Comité de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion
Luis Guillermo Ibarra Ibarra, que son independientes al
grupo de investigadores, para proteger sus intereses.

Su decisidn de participar en la presente Investigacion es
completamente voluntaria.
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c)

d)

e)

f)

g)

h)

j)

En el transcurso de la Investigacion, usted podra
solicitar informacién actualizada sobre la misma, al
investigador responsable.

La informacion obtenida en esta investigacion, utilizada
para la identificacion de cada participante, serd
mantenida con estricta confidencialidad conforme Ia
normatividad vigente.

Se le garantiza que usted recibira respuesta a cualquier
pregunta, duda o aclaracion acerca de los
procedimientos, riesgos, beneficios u otros asuntos
relacionados con la presente investigacion.

Se hace de su conocimiento que existe la disponibilidad
de tratamiento médico y la indemnizacién a la que
legalmente tendria derecho por parte del Instituto
Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra,
solamente en el caso de sufrir dafos directamente
causados por la Investigacion.

En caso de que sea usted padre/tutor, o representante
legal de un menor de edad o de una persona incapaz de
tomar la decisién o firmar este documento, sirvase firmar
la presente Carta de Consentimiento Informado dando
su autorizacion.

En el caso de que el participante en la investigacion se
trate de un menor a partir de los 6 afnos, por favor dé
lectura al Asentimiento Informado anexo a este
documento, para que el menor lo comprenda y autorice.
Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su
participacién, puede, si asi lo desea, firmar la Carta de
Consentimiento Informado.

Se le comunica que esta Carta de Consentimiento
Informado se elabora y firma en dos ejemplares
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originales, se le entregara un original y el otro lo
conservara el investigador principal.

FIRMA DE CONSENTIMIENTO
[versién 1.0, fecha 14/08/2020]

Yo,

, manifiesto que fui informado (a) del propésito,
procedimientos y tiempo de participacién y en pleno uso de mis
facultades, es mi voluntad participar en esta investigacion titulada
Efectividad en el uso de un frasco con mecanismo de filtracion en la
contaminacion microbioldgica del suero autélogo para uso ocular.

No omito manifestar que he sido informado(a) clara, precisa y
ampliamente, respecto de los procedimientos que implica esta
investigacidn, asi como de los riesgos a los que estaré expuesto
ya que dicho procedimiento es considerado de riesgo minimo.

He leido y comprendido la informacién anterior, y todas mis
preguntas han sido respondidas de manera clara y a mi entera
satisfaccion, por parte
de
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NOMBRE Y FIRMA DEL PARTICIPANT NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGAD!
PADRE/TUTOR O REPRESENTANTE LE PRINCIPAL
(segun aplique, se requiere identifica

Nota: Los datos personales contenidos en la presente Carta de
Consentimiento Informado, serdn protegidos conforme a lo dispuesto en las
Leyes Federal de Transparencia y Acceso a la Informacion Publica, General
de Transparencia y Acceso a la Informacién Publica y General de Proteccion
de Datos Personales en Posesién de Sujetos Obligados y demds
normatividad aplicable en la materia.

TESTIGOS
NOMBRE Y FIRMA NOMBRE Y FIRMA
PARENTESCO PARENTESCO
DOMICILIO DOMICILIO
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Anexo 2: Hoja de Recoleccion de Datos

Hoja 1

Instituto Nacional de Reh
Subdireccién de Oftalmolog icio de Cérnea y S
Efectividad en el uso de un frasco con

6n Luis Guillermo Ibarra Ibarra

icie O

de filtracién en la 6n mic

del suero autélogo para uso ocular

[+

Fecha:

D

Edad

Sexo

Diagndsticos

Oculares
Comorbilidad
sistémicas
Fecha: Fecha de Crecimiento:
RESULTADO #1 RESULTADO #2 RESULTADO #3 RESULTADO #4
CULTIVO INICIAL
Fecha de entrega al paciente:
Fecha de dltimo uso:
RESULTADO #1 RESULTADO #2 RESULTADO #3 RESULTADO #4
FRASCO SEMANA 1
Fecha de (ltimo uso:
FRASC RESULTADO #1 RESULTADO #2 RESULTADO #3 RESULTADO #4
FRASCO SEMANA 2
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Hoja 2

Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra Ibarra
Subdireccién de Oftalmologfa | Servicio de Cérnea y Superficie Ocular

@ Efectividad en el uso de un frasco con de filtracién en la 6n mict

del suero autélogo para uso ocular

Fecha de dltimo uso:

RESULTADO #1 RESULTADO #2 RESULTADO #3 RESULTADO #4

FRASCO SEMANA 3

Fecha de dltimo uso:

RESULTADO #1 RESULTADO #2 RESULTADO #3 RESULTADO #4

FRASCO SEMANA 4

OBSERVACIONES:
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Anexo 3: Hoja de Instrucciones para el Paciente
Hoja 1

USO SEGURO DEL SUERO AUTOLOGO

EL SUERO AUTOLOGO QUE SE LE PROPORCIONARA EN VARIOS FRASCOS GOTERO
ES UNA SUSTANCIA DELICADA, POR LO QUE NO DEBE DEJARSE NUNCA FUERA DE
REFRIGERACION Y DEBE MANTENERSE SIEMPRE EN UN AMBIENTE LIMPIO

SIEMPRE QUE VAYA A TOCAR LOS FRASCOS, PRIMERO DEBE LAVARSE BIEN LAS
MANOS CON AGUA Y JABON

1.  ACUDIR AL HOSPITAL CON UNA HIELERA (PUEDE SER DE UNICEL O PLASTICO) CON
0 HIELO SUFICIENTE PARA QUE LOS FRASCOS SE MANTENGAN FRIOS HASTA LLEGAR A

! ’
2. NO DEJE LOS FRASCOS FUERA DEL FRIO EN NINGUN MOMENTO

GUARDAR:

Subindice

3. ALLLEGARACASA, LAVARSE LAS MANOS CON AGUA Y JABON, METER LOS FRASCOS
EN UNA BOLSA DE PLASTICO (DE PREFERENCIA TIPO Ziploc) O UN RECIPIENTE DE
PLASTICO LIMPIO QUE CIERRE ADECUADAMENTE Y GUARDARLOS EN EL CONGELADOR
EN UN ESPACIO LIMPIO

4. UNO DE LOS FRASCOS LO METERA EN UNA BOLSA DE PLASTICO (DE PREFERENCIA
TIPO Ziploc) O UN RECIPIENTE DE PLASTICO QUE ESTE LIMPIO Y QUE CIERRE ADECUADAMENTE Y LO
Gl A EN EL REF OR. ESTE ES EL FRASCO QUE UTILIZARA DURANTE EL DA

APLICAR:

5. ANTES DE CADA APLICACION, LAVARSE BIEN LAS
. ® MANOS. SACAR EL FRASCO DEL REFRIGERADOR Y
o q. DESTAPARLO, CON CUIDADO DE NO TOCAR NUNCA LA

0 PUNTA DEL GOTERO

. o 6. PARA APLICARSE UNA GOTA, SOSTENGA EL FRASCO CON UNA
MANO Y CON LA OTRA SOSTENGA SUS PARPADOS PARA MANTENER
EL OJO ABIERTO.



Hoja 2

7.  PRESIONAR SUAVEMENTE EL FRASCO PARA DEJAR SALIR UNA GOTA DE SUERO LA
< ’ CUAL DEBE CAER EN SU 0JO ABIERTO.

**TENGA CUIDADO DE QUE LA PUNTA DEL GOTERO NO TOQUE LA PIEL EN NIGUN
MOMENTO**
**UNA SOLA GOTA ES SUFICIENTE S| CAYO DENTRO DEL 0JO**

8. UNA VEZ APLICADA LA GOTA, CERRAR EL FRASCO CON CUIDADO DE NO TOCAR LA
PUNTA DEL GOTERO, METERLO EN SU BOLSA ZIPLOC O RECIPIENTE DE PLASTICO LIMPIO
Y GUARDARLO DENTRO DEL REFRIGERADOR HASTA LA PROXIMA APLICACION.
UNA VEZ GUARDADO EL FRASCO, NUEVAMENTE HAY QUE LAVARSE BIEN LAS
MANOS CON AGUA Y JABON

USAR UN NUEVO FRASCO:

**¥UN DIA ANTES DE UTILIZAR UN NUEVO FRASCO, DEBE BAJARLO DEL CONGELADOR AL
REFRIGERADOR PARA QUE ESTE LISTO PARA USARSE**

9.  DESPUES DE 7 DIAS DE HABER ABIERTO UN FRASCO POR

PRIMERA VEZ, ESCRIBA EN LA ETIQUETA LA FECHA DEL ULTIMO J
g DIA DE USO Y GUARDE EL FRASCO EN EL REFRIGERADOR EN SU

PROPIA BOLSA ZIPLOC. ESTE ES UNO DE LOS FRASCOS QUE /

DEBERA LLEVAR AL SERVICIO DE INFECTOLOGIA (PISO 7 DEL 4

CENIAQ) DEL INSTITUTO NACIONAL DE REHABILITACION EN UNA

HIELERA, EN UN AMBIENTE FRIO, LOS DIAS QUE SE LE INDIQUE

10. REPITA TODOS LOS PASOS CON CADA NUEVO FRASCO Y ASI
SUCESIVAMENTE. RECUERDE QUE DEBERA USAR UN FRASCO POR SEMANA.

SI TIENE ALGUNA DUDA PUEDE COMUNICARSE CON EL DR JESUS LUNA (TEL 9935904578), LA DRA ITZEL
PRISCILA (TEL 3313491878) O LA DRA GUADALUPE CABRERA (TEL 4423655408) PARA CUALQUIER
PREGUNTA O ACLARACION SOBRE EL USO SEGURO DE SU SUERO AUTOLOGO
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